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1RÉSUMÉ 
 Étude des mécanismes de signalisation du récepteur à l’angiotensine II de type 2 
 
Par 
Alexandre Connolly 
Programme de pharmacologie 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
À eux seuls, les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) forment la plus grande 
famille de récepteurs et sont la cible du tiers de tous les médicaments approuvés par la FDA. 
Les mécanismes de signalisation du récepteur de l'angiotensine II de type 2 (AT2), un 
récepteur à sept domaines transmembranaires, n'ont pas encore été clairement et 
complètement définis. Dans la présente contribution, nous avons cherché à identifier les 
déterminants moléculaires impliqués dans l'activation de l'AT2. Le positionnement atypique 
de l'hélice 8, dans la structure d’AT2 récemment publiée, peut jouer un rôle dans la capacité 
du récepteur à se coupler aux effecteurs en aval. En effet, chez AT2, l'hélice 8 pointe vers 
l'intérieur du récepteur tandis que dans la plupart des GPCR de classe A l'hélice 8 est engagée 
dans des interactions tertiaires avec la boucle intracellulaire 1 (ICL1) et à distance du site de 
liaison de l'effecteur. Après un examen plus approfondi de la structure d’AT2, nous avons 
constaté que les résidus contenus dans l’ICL1 pouvaient être impliqués dans la formation de 
cette conformation inhabituelle de l'hélice 8. Pour explorer cette hypothèse, nous avons conçu 
une série de chimères des récepteurs AT1 / AT2 afin de valider les rôles de ICL1 et de l'hélice 
8 dans la signalisation d’AT2. La substitution de l’ICL1 entre AT1 et AT2 a mené à une perte 
de signalisation dans le récepteur AT1 chimérique et un gain de signalisation avec le récepteur 
AT2 chimérique. La substitution des domaines hélicoïde 8 et C-terminale entre AT1 et AT2 
a, quant à elle, conduit à un récepteur AT1 chimérique conservant la majeure partie de ses 
propriétés de signalisation. Ces résultats suggèrent que la partie C-terminale d’AT2 est 
compatible avec la signalisation canonique des GPCR de classe A et que l’ICL1 d’AT2 est 
impliqué dans le repositionnement de l'hélice 8, ce qui entrave l'engagement des effecteurs 
classiques des GPCR tels que les protéines G ou les arrestines. 
 
De plus, nous avions aussi comme objectif d’identifier les événements de 
phosphorylation modulés par le récepteur AT2 et ainsi obtenir une compréhension plus large 
de ses mécanismes de signalisation. Nous avons donc quantifié les changements induits au 
phosphoprotéome cellulaire à la suite d’une stimulation du récepteur AT2 à l’aide d’une 
analyse par spectrométrie de masse. Avec ces travaux, il a été possible d’identifier de 
nouvelles protéines impliquées dans la signalisation d’AT2 et potentiellement d’élargir ses 
applications thérapeutiques. 
 
Mots clés : AT2, angiotensine, récepteurs couplés aux protéines G, récepteur chimérique, 
phosphoprotéome 
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1INTRODUCTION 
 
1.1 Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) 
Les cellules possèdent divers outils leur permettant de recevoir de l’information 
provenant de leurs milieux extracellulaires. L’un des champs d’intérêt de la pharmacologie 
est le rôle et le fonctionnement des récepteurs transmembranaires, et ce, en raison de leurs 
potentiels thérapeutiques. À eux seuls, les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) 
forment la plus grande famille de récepteurs et sont la cible du tiers de tous les médicaments 
approuvés par la FDA (Fredriksson et Schiöth, 2005; Hauser et al., 2017). Souvent considéré 
comme une super famille, les GPCR sont divisés en 7 sous-familles : A, B, C, D, E, F et les 
GPCR d’adhésion (Jacoby et al., 2006). Chez l’humain, les GPCR se classent en 3 grandes 
familles (Figure 1). La première, la classe A, regroupe les GPCR similaires à la rhodopsine, 
associés à plusieurs fonctions telles que l’odorat, la vision, la production d’hormones et la 
neurotransmission. La deuxième, la classe B, est formée des GPCR similaires au récepteur 
de la sécrétine tandis que la classe C est formée des GPCR similaires au récepteur du 
glutamate (Fredriksson et Schiöth, 2005). Malgré la grande variété de GPCR, ils ont tous une 
structure semblable : 7 domaines transmembranaires (TM) avec une structure secondaire 
d’hélice α, ainsi que 3 boucles extracellulaires (ECL1-3) et 3 boucles intracellulaires (ICL1-
3) reliant chacun des TM au suivant. Toutefois, les différentes familles de GPCR se 
distinguent entre elles surtout par leurs extrémités N-terminale (extracellulaire) et C-
terminale (intracellulaire) (Kobilka, 2007). 
 
 
Figure 1. Représentation schématique des 3 classes de GPCR chez l’humain. 
La classe A (A), la classe B (B), la classe C (C). Figure adaptée de (George et al., 2002) 
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1.1.1 Structure des GPCR de classe A 
Les récepteurs de la classe A forment la plus grande famille de GPCR et possèdent 
diverses caractéristiques qui leur sont propres. Aussi appelés « Rhodopsin-like » en raison de 
leur homologie avec la structure de la rhodopsine, les GPCR formant cette classe sont les 
plus étudiés. La rhodopsine, responsable de la sensibilité aux photons des yeux, fut le premier 
GPCR à être cloné en 1983, ainsi que le premier GPCR dont la structure a été cristallisé en 
2000 (McBee et al., 2001; Palczewski et al., 2000). 
 
De plus, c’est dans les domaines transmembranaires qu’il est possible de voir la plus 
forte homologie de séquence entre des différents récepteurs de classe A, une homologie allant 
de 30 à 100% (Cvicek et al., 2016). Il est aussi possible d’y trouver la présence de plusieurs 
résidus et motifs conservés ayant une importance toute particulière dans les mécanismes 
d’activation des GPCR de cette classe. La majorité des GPCR de classe A possèdent un pont 
disulfure entre le TM3 et l’ECL2 qui aide au maintien de l’intégrité du récepteur. Un autre 
trait des GPCR de cette classe est la présence d’une 8e hélice au tout début de la queue C-
terminale. Chez certains GPCR de classe A, comme la rhodopsine, cette structure (aussi 
simplement appelé l’hélice 8) possède une cystéine pouvant être palmitoylée permettant son 
ancrage à la membrane plasmique (Ovchinnikov et al., 1988). Les GPCR de classe A 
possèdent aussi d’autres sites pouvant accueillir des modifications post-traductionnelles 
comme la glycosylation. La glycosylation des GPCR a été démontrée comme pouvant être 
requise pour assurer le bon repliement, la stabilité et l’expression du récepteur en plus de 
pouvoir influencer l’affinité d’un ligand pour son récepteur, comme dans le cas du récepteur 
β2-adrénergique ou du récepteur de angiotensine II de type 1 (AT1) (Lanctot et al., 2005; 
Wheatley et Hawtin, 1999). 
 
1.1.2 Activation des GPCR 
L'activation des GPCR est un processus relativement simple en surface : la liaison d’un 
ligand, agissant comme agoniste au récepteur, stabilisant une conformation active de ce 
dernier et lui permettant d’activer à son tour des protéines effectrices intracellulaires menant 
à une réponse de la cellule (Weis et Kobilka, 2018). Cependant, les mécanismes moléculaires 
et les diverses subtilités derrière l’activation des GPCR peuvent s’avérer être relativement 
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complexes. Lorsque le récepteur est activé, via la liaison d’un agoniste par exemple, une série 
de réarrangements conformationnels s’opèrent au niveau du récepteur, favorisant le 
recrutement et l’activation de l’hétérotrimère de protéines G inactives (Higashijima et al., 
1987; Hilger et al., 2018). En ce sens, la publication des structures tertiaires de divers GPCR, 
a permis d’identifier divers motifs dont la séquence est fortement conservée chez les GPCR 
de classe A et leurs implications dans la transition entre différents états fonctionnels. 
 
Le motif DR(3.50)Y, situé à la base du TM3 et adjacent aux TM5 et TM6, est l’un des 
plus étudiés. En effet, l’un des changements conformationnels les plus importants lors de 
l’activation du récepteur est le déplacement du TM6 vers l’extérieur permettant la 
création/l’ouverture d’une pochette pour la liaison des protéines G. Dans les GPCR inactifs 
de classe A, ce mouvement du TM6 est empêché par la présence d’un pont salin entre l’acide 
glutamique du TM6 et l’arginine du motif DR(3.50)Y. Aussi connu sous le nom « Ionic lock », 
cette interaction a comme effet de stabiliser la forme inactive du récepteur et doit être brisée, 
par la rotation de l’Arg(3.50), pour permettre l’activation (Rosenbaum et al., 2009; Weis et 
Kobilka, 2018). 
 
Un autre motif important dans l’activation des GPCR est le motif NP7.50xxY. Présent 
dans le bas du TM7, situé juste avant la queue C-terminale, le motif NP7.50xxY participe aussi 
à la formation du site de liaison des protéines G. En effet, lors de l’activation du GPCR, il y 
a déplacement et rotation du TM7 vers l’intérieur du récepteur en direction d’où se trouvait 
le TM6 en position inactive. Ce mouvement vers l’intérieur stabilise la conformation active 
du récepteur en empêchant le retour du TM6. Ce mouvement du coude à la fin du TM7, 
principalement de la tyrosine7.53, joue le rôle d’un interrupteur et est aussi connu sous le nom 
de « tyrosine toggle switch » (Rosenbaum et al., 2009; Weis et Kobilka, 2018). 
 
Un autre motif important à souligner présent dans les GPCR de classe A est le motif 
P5.50-I-F. Ce motif, formant une interface entre les TM3, TM5 et TM6, est situé à proximité 
de la base de la pochette de liaison du ligand. Dans les GPCR actifs, il y a un réarrangement 
conformationnel des résidus composant PIF, induisant un mouvement du TM5 (surtout au 
  
12 
12 
niveau extracellulaire) vers l’intérieur et participent au mouvement du TM6 vers l’extérieur 
du récepteur du côté cytoplasmique (H. Zhang et al., 2017). 
 
Tous ces motifs subissent un réarrangement conformationnel important au moment de 
l’activation du GPCR et nous aident, lors de l’analyse d’une nouvelle structure de GPCR, à 
déterminer si ce dernier est potentiellement actif ou inactif dans une conformation donnée. Il 
est aussi important de se rappeler que les GPCR, comme les autres molécules et protéines, 
sont constamment en mouvement rapide (de l’ordre de la femto- à la nanoseconde) à l’échelle 
atomique, et ce, même en absence de ligand ou d’autres stimulus (Henzler-Wildman et Kern, 
2007; Latorraca et al., 2017). Ces petits mouvements permettent aux GPCR de prendre un 
nombre pratiquement infini de conformations : une conformation étant l’arrangement 
tridimensionnel précis du récepteur à un instant précis. En revanche, les mouvements de plus 
grande amplitude, comme la rotation d’une hélice, sont beaucoup plus lents (de l’ordre de la 
nano- à la milliseconde). Les différentes conformations qu’adoptent un récepteur ne sont pas 
distribuées de façon aléatoire : elles auront tendance à se répartir en groupes de 
conformations similaires formant ce que l’on appelle des états conformationnels. Il est aussi 
important de souligner que la quantité d’énergie requise pour passer d’un état 
conformationnel à un autre (aussi appelé barrière énergétique) est beaucoup plus grande 
comparativement à celle nécessaire pour passer d’une conformation à une autre. Un GPCR 
adopte donc beaucoup de conformations différentes par de petits changements rapides 
nécessitant peu d’énergie; les états conformationnels, des groupes de conformations 
similaires, nécessitent plus de temps et d’énergie pour effectuer les changements nécessaires 
au passage d’un état conformationnel à un autre (Deupi et Kobilka, 2007; Hilger et al., 2018; 
Latorraca et al., 2017; Weis et Kobilka, 2018). 
 
Lors de la liaison d’un agoniste au récepteur, il s’en suit des changements dans la 
conformation de celui-ci qui favoriseront son état actif, par exemple en facilitant le bris de 
l’« Ionic lock ». Autrement dit, le GPCR passera plus de temps dans un état (également 
appelé population de l’état) actif comparativement à sa forme inactive à la suite de la liaison 
d’un agoniste. Cependant, des études utilisant de la cristallographie, de la spectroscopie et 
des simulations de dynamiques moléculaires ont permis de mettre en évidence que les GPCR 
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existent sous différents états conformationnels intermédiaires stables. En effet, les GPCR ne 
se retrouvent pas seulement dans une conformation active ou inactive, mais adoptent une 
série de conformations dynamiques variant rapidement entre une conformation active ou 
inactive. De plus, la plupart des GPCR possèdent une activité basale, indiquant que même en 
absence d’agoniste, une certaine population des récepteurs peut être dans un état actif (Weis 
et Kobilka, 2018). Toutefois, l’équilibre entre la population active et inactive ne dépend pas 
seulement de la liaison d’un agoniste. Le fait d’introduire une mutation peut permettre 
l’activation du récepteur sans l’utilisation de ligand.  Par exemple, dans le cas du récepteur 
β2-adrénergique, la mutation L2726.34A a pour effet d’augmenter son activité basale (Gether 
et al., 1997), alors que la mutation N1113.35G, pour le récepteur AT1, induit elle aussi une 
activité constitutive du récepteur (Cabana et al., 2013). 
 
1.1.3 Transduction du signal des GPCR 
Le rôle classique des GPCR est de faire le lien entre la liaison d’un agoniste et 
l’activation des protéines G hétérotrimériques spécifiques, menant ultimement à la 
modulation des protéines effectrices de la cellule (Rosenbaum et al., 2009). L’activation des 
GPCR initie diverses cascades de signalisation qui peuvent être dépendante des protéines G 
ou indépendante de celles-ci. De plus,  la phosphorylation des GPCR par les kinases de GPCR 
(GRK) permet le recrutement et le couplage des β-arrestines (Hilger et al., 2018).  
 
C’est en 1971 que Martin Rodbell a émis, pour la première fois, l’idée que les 
récepteurs pourraient être associés à une protéine régulatrice guanine-nucléotide et qui aurait 
le rôle de relier le récepteur aux effecteurs cellulaires (Rodbell et al., 1971). Il a plus 
particulièrement été montré que la stimulation des cellules par le glucagon menait à une 
production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Initialement nommée Ns, cette 
protéine est maintenant connue sous le nom Gs et fut démontrée comme étant un 
hétérotrimère suite à sa purification (Pierce et al., 2002). Les protéines G hétérotrimériques 
sont composées des 3 sous-unités Gα, Gβ et Gγ. La sous-unité régulatrice α est couplée à une 
molécule de guanosine diphosphate (GDP) favorisant le maintien de l’hétérotrimère sous sa 
forme inactive et empêchant sa dissociation. Au moment de l’activation, le GPCR prend un 
rôle de facteur d’échange de guanine (GEF) et permet la substitution de la molécule de GDP 
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de la sous-unité Gα pour une molécule de guanosine triphosphate (GTP). Cette liaison du 
GTP à la sous-unité Gα engendre un changement conformationnel au sein de l’hétérotrimère 
et permet à la sous-unité Gα de se dissocier du complexe Gβγ. Sous ces formes, les sous-
unités Gα et Gβγ peuvent maintenant activer les protéines effectrices leur étant associées 
(Figure 2) (Deupi et Kobilka, 2007; Hilger et al., 2018; Pierce et al., 2002; Weis et Kobilka, 
2018). 
 
 
Figure 2. Un aperçu de la signalisation des GPCR. 
Représentation de différents types de ligands capables d’activer les GPCR, et des différentes 
voies de signalisation pouvant résulter de l’activation des GPCR. Figure adaptée de (Dorsam et 
Gutkind, 2007; Marinissen et Gutkind, 2001). 
 
Chez l’humain, il existe 21 différentes isoformes de la protéine Gα qui sont 
regroupées, selon leur homologie de séquence, en 4 familles : Gαs, Gαi/o, Gαq/11 et Gα12/13 
(Downes et Gautam, 1999; Simon et al., 1991). La famille Gαs stimule la production d’AMPc 
en activant les adénylates cyclases (Syrovatkina et al., 2016). Cette hausse d’AMPc peut 
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mener à l’activation de protéines comme les protéines kinases A (PKA) (Wettschureck et 
Offermanns, 2005). Il est intéressant de noter que l’importance de l’AMPc fût initialement 
mise en valeur par Earl W. Sutherland, Jr. qui en 1971 s'est vu octroyer le prix Nobel de 
physiologie ou de médecine pour ses découvertes concernant « les mécanismes de l'action 
des hormones ». La famille Gαi/o, induit une inhibition des adénylates cyclases causant ainsi 
une baisse des niveaux d’AMPc (Syrovatkina et al., 2016; Wettschureck et Offermanns, 
2005). La famille Gαq/11, quant à elle, active la phospholipase C (PLCβ) qui hydrolyse le 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et en inositol-1,4,5-
trisphosphate (IP3) (Syrovatkina et al., 2016). Le DAG est nécessaire à l’activation de 
certaines protéines kinases C (PKC) et l’IP3 induit une augmentation de la concentration de 
calcium intracellulaire (Rhee et Bae, 1997). Quant à la famille Gα12/13, elle active directement 
les RhoGEF pour réguler l'activité de la GTPase Rho en plus d’être impliquée dans le 
remodelage du cytosquelette (Suzuki et al., 2009). 
 
En plus des protéines Gα, les protéines Gβγ participent aussi à la signalisation 
découlant des GPCR. Chez l’humain, il existe 5 isoformes de la sous-unité Gβ (β1-5) et 12 
isoformes pour la sous-unité Gγ (γ1-5, 7-13) (Hurowitz et al., 2000). Les Gβγ peuvent moduler 
plusieurs effecteurs comme des canaux potassiques et calciques, les GRK, les PLCβ (ainsi 
que PLCε et PLCη), la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), les mitogen-Activated Protein 
Kinases (MAPK) et des adénylates cyclases (Khan et al., 2013). De plus, la littérature 
suggère que tous les couples Gβxγx ne sont pas équivalents et ont des activités distinctes en 
fonction des isoformes formants les dimères (Dupré et al., 2008). 
 
La phosphorylation des régions intracellulaires des GPCR par les GRK joue un rôle 
essentiel dans la signalisation et la régulation du récepteur. En effet, la phosphorylation des 
portions intracellulaires des GPCR par les GRK est généralement requise pour le recrutement 
et pour la liaison des β-arrestines. Toutefois, contrairement aux GPCR, il existe seulement 7 
GRK et seulement les isoformes 2, 3, 5 et 6 sont exprimées dans l’ensemble de l’organisme 
(Nobles et al., 2011). Les différentes GRK semblent aussi être impliquées dans diverses 
cascades signalétiques. Par exemple, dans le cas de la phosphorylation agoniste dépendante 
du récepteur, la désensibilisation et le recrutement de β-arrestines seraient médiés par GRK2 
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et GRK3, tandis que GRK5 et GRK6 seraient quant à eux seraient importants pour 
l’activation, β-arrestines dépendante, de ERK (Ren et al., 2005). 
Il existe 4 arrestines chez les mammifères. L’arrestine1 et l’arrestine4 sont 
uniquement exprimées au niveau de la rétine; l’arrestine2 (β-arrestine1) et l’arrestine3 (β-
arrestine2) sont exprimées de façon ubiquitaire et sont capable de se s’associer à la majorité 
des GPCR (Shenoy et Lefkowitz, 2005). Les β-arrestines sont d’une grande importance pour 
la régulation et la signalisation des GPCR. L’un des premiers rôles attribués aux β-arrestines 
fut la perte progressive de réponse des récepteurs à la suite de stimulations répétées par leur 
agoniste. Ce phénomène, aussi connu sous le nom de désensibilisation, prend place en deux 
étapes : le récepteur activé est phosphorylé par les GRK et le couplage des β-arrestines aux 
GPCR mène à l’inhibition de la signalisation dépendante de la protéine G (Shenoy et 
Lefkowitz, 2005). Les β-arrestines sont aussi un chaînon important pour l’internalisation des 
récepteurs : elles favorisent le rapprochement entre les récepteurs et les puits recouverts de 
clathrine (CCP) en se liant au complexe de clathrine et à l'adaptateur de clathrine 2 (AP-2) 
(Fessart et al., 2005). Les β-arrestines servent aussi de protéines d’échafaudage 
multifonctionnelles, faisant le lien entre les GPCR et plusieurs voies de signalisation comme 
l’activation de PKB, des MAPK et de PI3K (Couzin, 2005; Lefkowitz et Shenoy, 2005). 
 
La multitude des possibilités signalétiques des β-arrestines, bien que seulement 2 
isoformes non-rétiniennes soient exprimées chez les mammifères, a mené à l’émergence du 
« Barcode hypothesis » par le groupe de Robert J. Lefkowitz. Ils ont émis l’hypothèse que 
les différents GRK pourraient phosphoryler de façon différentielle les domaines 
intracellulaires d’un GPCR, menant à la création d’un « code à barres » qui serait spécifique 
pour une conformation précise de la β-arrestines menant à une signalisation spécifique 
(Nobles et al., 2011). 
 
1.2 Le système rénine-angiotensine 
C’est en 1898 que Tigerstedt et Bergman ont publié les premières observations selon 
lesquelles les extraits de rein produisaient des effets presseurs (Tigerstedt et Bergman, 1898). 
Il faudra toutefois attendre 1940 pour que la rénine soit isolée à partir de sang veineux rénal, 
d’où elle tire son nom. Une autre découverte importante des années 40 est celle de 
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l’angiotensinogène par Page et Helmer (Braun-Menendez et al., 1940). L’angiotensine quant 
à elle fut découverte simultanément par un groupe des États-Unis et un autre de l’Argentine 
qui nommèrent le peptide angiotonine et hypertensine respectivement et ce n’est seulement 
qu’en 1958 qu’un consensus sera obtenu pour le nom final « angiotensine » (Bumpus et al., 
1957; de Gasparo et al., 2000; Skeggs et al., 1956). 
 
Le système rénine-angiotensine (RAS) est composé d’un équilibre complexe entre 
plusieurs réactions enzymatiques et contient plusieurs molécules actives. Reconnu comme 
étant la plus importante, l’angiotensine II (AngII), est responsable de la majorité des effets 
physiologiques associés au système rénine-angiotensine (RAS) et a un rôle de premier plan 
dans la régulation de l’homéostasie cardiovasculaire (Shin-ichiro Miura et al., 2003). Bien 
connu pour son implication dans la modulation de la pression artérielle, l’AngII y participe 
plus d'une façon : elle agit à la fois sur le volume sanguin ainsi que sur la résistance 
vasculaire. Il est donc naturel que le RAS soit activé en réponse à une baisse du volume 
sanguin, mais il est aussi activé par une baisse des niveaux plasmatiques en sodium. 
L’apparition de ces activateurs stimule la sécrétion de rénine par les cellules 
juxtaglomérulaires du rein. Produit par le foie, l’angiotensinogène est alors clivé par la rénine 
présente en circulation et mène à la formation de l’angiotensine I. L’angiotensine I, un 
décapeptide (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) n’ayant pas de fonctions 
biologiques connues, est clivée par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA), présent 
principalement au niveau de l’endothélium pulmonaire et rénal, en AngII. L’AngII est une 
hormone composée de huit acides aminés (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) et est l’agent 
actif principal du RAS (de Gasparo et al., 2000). 
 
1.2.1 Rôles physiologiques de l’angiotensine II 
Le RAS classique est un système endocrinien complexe induisant, par l’entremise de 
l’AngII, des effets sur divers tissus comme les glandes surrénales, les reins, le cerveau, les 
muscles vasculaires lisses. Au niveau des glandes surrénales, l’AngII induit la sécrétion 
d’aldostérone qui augmente la réabsorption de sodium (Na+), l’excrétion de potassium (K+) 
et mène ultimement à une augmentation de la réabsorption d’eau au niveau des reins. L’AngII 
augmente aussi la soif par l’entremise d’une augmentation de l’activité du système nerveux 
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sympathique. Dans le cerveau, plus précisément au niveau de l’hypophyse, l’AngII stimule 
la sécrétion de vasopressine. Induisant une vasoconstriction artérielle et une réabsorption 
d’eau au niveau des tubules collecteurs du rein, la vasopressine permet d’augmenter la 
pression artérielle.  Par ces mécanismes, l’AngII induit donc une augmentation de la pression 
par une augmentation du volume. De plus, il est important de noter que l’AngII peut aussi 
augmenter la pression par une hausse de la résistance périphérique en induisant une 
vasoconstriction au niveau des artérioles (Karnik et al., 2015; Kaschina et Unger, 2003). 
 
En plus d’être une hormone importante au niveau endocrinien, l’AngII peut également 
être produite localement dans certains tissus et y avoir un rôle d’hormone autocrine ou 
paracrine (Dzau et Gibbons, 1987). Fonctionnant de façon indépendante du RAS 
endocrinien, le RAS tissulaire est impliqué dans la régulation d’effets chroniques en réponse 
à l’AngII produite localement au niveau des tissus adipeux, du cerveau, des reins, du cœur 
ou des vaisseaux sanguins, par exemple. Le RAS tissulaire est impliqué dans plusieurs 
physiopathologies comme l’hypertrophie cardiaque et le diabète de type 2 où l’AngII 
manifeste certains de ses effets délétères (Karnik et al., 2015; Mehta et Griendling, 2007). 
 
1.3 Les récepteurs angiotensinergiques 
L’angiotensine II médie ses effets chez l’homme par l’entremise de récepteurs 
transmembranaires, le plus connu étant le récepteur AT1. Il aura fallu attendre les années 80 
avant que soit démontrée pour la première fois l’existence d’un deuxième sous-type de 
récepteur angiotensinergique. Ce 2e sous-type, le récepteur de l’angiotensine de type 2 (AT2), 
a pu être découvert grâce au développement de nouveaux outils pharmacologiques : le 
PD123177 (antagoniste AT2) et le DuP753 (antagoniste AT1 aussi connu sous le nom de 
losartan). Chez l’humain, ces récepteurs sont présents sous la forme de gènes distincts : 
AGTR1 pour le récepteur AT1 et AGTR2 pour le récepteur AT2.  Étant un joueur central dans 
le maintien de l’homéostasie cardiovasculaire et du système RAS, le récepteur AT1 est le 
mieux caractérisé dans cette famille (de Gasparo et al., 2000; Karnik et al., 2015).  
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1.3.1 Le récepteur AT1 
Le récepteur AT1 est un GPCR de classe A, donc de la famille des récepteurs 
semblables à la rhodopsine. La majorité des effets attribués à l’AngII sur les reins et 
l’homéostasie cardiovasculaire est médiée par le récepteur AT1. AT1 est aussi une cible 
pharmacologique importante dans le traitement de pathologies comme l’hypertension et la 
prévention de dommages rénaux. 
 
Comme les autres GPCR de sa classe, le récepteur AT1 est constitué de 7 domaines 
transmembranaires (TM 1-7) hydrophobes formant des hélices α, ainsi que 3 boucles 
extracellulaires (ECL1-3) et 3 boucles intracellulaires (ICL1-3) reliant chaque domaine 
transmembranaire entre eux. Le positionnement des sept domaines transmembranaires du 
récepteur AT1 forme la cavité qui accueille les ligands, la pochette de liaison, mais ils ne sont 
pas les seuls domaines impliqués dans cette liaison au ligand. En effet, dans le cas de l’AngII, 
tous les domaines extracellulaires du récepteur contribuent à la liaison du ligand au récepteur 
AT1 (de Gasparo et al., 2000). C’est aussi dans les domaines extracellulaires, incluant la 
queue N-terminale, que se trouvent les trois sites de glycosylation (Asn4, Asn176 et Asn188), 
ainsi que les quatre cystéines d’AT1 (Fillion et al., 2013; Shin-ichiro Miura et al., 2003). 
Composé de 359 acides aminés, le récepteur AT1 a une masse de 41 kDa, mais sous sa forme 
native ces sites sont glycosylés et sa masse passe à 61 kDa. Comme plusieurs autres GPCR, 
2 cystéines (Cys101-Cys180) forment un pont disulfure entre la première et la deuxième boucle 
intracellulaire du récepteur. Toutefois, les 2 cystéines supplémentaires (Cys18-Cys274) 
présentes chez AT1 crée un second pont disulfure entre la troisième boucle intracellulaire et 
la queue N-terminale du récepteur. Ces ponts disulfures sont importants dans le maintien de 
la structure d’AT1 et lui confèrent une sensibilité aux agents réducteurs (Fillion et al., 2013; 
Ohyama et al., 1995). Quant aux boucles intracellulaires, elles ont un rôle axé sur la 
signalisation. En effet, il a été démontré que certains résidus de TM3, TM5, ICL3 et hélice 8 
sont d’une grande importance pour permettre au récepteur AT1 d’activer les protéines G (de 
Gasparo et al., 2000). En ce qui a trait de la sélectivité des voies de signalisation, ICL2 et 
ICL3 ont été démontrées comme étant essentielles dans l’activation de Gq/11 par AT1 (de 
Gasparo et al., 2000). La portion C-terminale du récepteur, comme les boucles 
intracellulaires, est situé dans l’environnement intracellulaire de la cellule. Cette portion C-
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terminale, aussi connue sous le nom de queue C-terminale, est impliquée dans plusieurs 
processus importants d’AT1 comme la transduction de signal, la désensibilisation et 
l’internalisation à la suite de l’activation du récepteur (de Gasparo et al., 2000; Hunyady et 
Catt, 2005). De plus, dans la portion située au début de la queue C-terminale, prenant une 
conformation d’hélice α avec une longueur d’une dizaine d’acides aminés, se trouve l’hélice 
8. Cette portion de la queue C-terminale, la seule à avoir une structure secondaire, est 
positionnée de façon presque parallèle à la membrane plasmique. Possédant divers rôles, 
l’hélice 8 contribue à l’expression du récepteur, au couplage et à l’activation des protéines 
G, à la dimérisation du récepteur, à l’interaction protéines-lipides, ainsi qu’à l’internalisation 
du récepteur (Karnik et al., 2015). 
 
Lors de l’activation du récepteur AT1, suite à la liaison de l’AngII, un réarrangement 
conformationnel s’opère et permet l’activation des protéines G et des voies de signalisation 
associées. Connu pour activer principalement Gq/11, AT1 a également la capacité d’activer 
Gi/o et G12/13 qui vont à leurs tours activer les effecteurs étant associés. Toutefois, l’activation 
de protéines G n’est pas le seul mécanisme de signalisation d’AT1 :  il est aussi connu pour 
activer des voies de signalisation de façon indépendante des protéines G. En effet, à la suite 
de son activation, AT1 est phosphorylé par les GRK permettant le recrutement des β-
arrestines (β-arrestine1 et β-arrestine2) et à l’activation des voies de signalisations leurs étant 
associées en agissant comme intermédiaire entre le récepteur et différentes protéines 
signalétiques. Un autre moyen par lequel AT1 peut induire une signalisation intracellulaire 
est par la transactivation du récepteur à l’EGF (EGFR). En effet, la relâche de calcium et 
l’activation de PKC sont deux mécanismes capables d’induire une activation d’EGFR qui 
mène à l’activation des MAP kinases. L’activation d’AT1 peut aussi induire une activation 
de JAK et Src par PLC à la suite de sa stimulation par l’AngII (de Gasparo et al., 2000; 
Karnik et al., 2015). 
 
1.3.2 Le récepteur AT2 
Découvert dans les années 80, le récepteur AT2 est longtemps resté énigmatique. 
Toutefois, avec les efforts des dernières décennies, les percées majeures plus récentes et nos 
propres travaux, il est aujourd’hui possible de mieux comprendre comment fonctionne le 
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récepteur AT2. Les récepteurs AT1 et AT2, malgré le fait qu’ils soient tous deux des 
récepteurs angiotensinergiques, diffèrent en plusieurs points. Ils sont différents d’un point de 
vue d’expression, de séquence, de structure, de signalisation et de régulation. 
 
1.3.2.1 Expression et régulation du récepteur AT2 
AT2 est un récepteur dont l’expression varie énormément. Au niveau fœtal, le récepteur 
AT2 est fortement exprimé dans l’ensemble de l’organisme. Étant surtout présent lors du 
développement, il a été suggéré que le récepteur AT2 aurait un rôle important lors du 
développement (Bastien et al., 1996). Toutefois, les niveaux d’expression d’AT2 diminuent 
dès la naissance au point de devenir indétectable, ne restant présent que dans quelques tissus 
spécifiques. 
 
Le système cardiovasculaire, les glandes surrénales, les reins, la peau, le cerveau et le 
myomètre utérin sont des exemples de tissus où le récepteur est présent chez l’adulte. 
Cependant, la majorité des tissus garde la capacité de moduler l’expression du récepteur AT2 
en réponse à l’environnement. En effet, il est connu qu’il peut y avoir une augmentation de 
l’expression d’AT2 lors de certaines conditions pathologiques. En effet, lorsqu’il y a présence 
d’une lésion de la peau, d’un infarctus du myocarde, de diabète, d’une néphropathie ou de 
fibrose pulmonaire, il est possible d’observer une augmentation de l’expression d’AT2 (Booz 
et Baker, 1996; Lemarié et al., 2010). De plus, au niveau du cerveau, AT2 pourrait être 
impliqué dans la régulation du RAS pour le contrôle de l’osmolarité, ainsi qu’être impliqué 
dans la modulation de certaines fonctions cognitives et comportementales (Karnik et al., 
2015). Il a donc été suggéré qu’AT2 pourrait avoir un rôle important à jouer dans des 
processus de régénération et de protection du tissu neuronal (Steckelings et al., 2011). 
 
1.3.2.2 Structure du récepteur AT2 
Le récepteur AT2 est un GCPR de classe A, similaire à la rhodopsine, et est d’une 
longueur de 363 acides aminés codé par un seul exon présent sur le chromosome X. Malgré 
la faible homologie de séquence entre AT1 et AT2 (34%), les résidus identifiés comme étant 
importants dans la liaison de l’AngII à AT1 sont conservés chez AT2. Par exemple, les 
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résidus Lys102, Arg167 et Lys199 du récepteur AT1 sont présent dans le récepteur AT2 sous la 
forme des résidus Lys118, Arg183 et Lys216. En revanche, la séquence de l’ICL3 et la queue C-
terminale divergent fortement entre AT1 et AT2. Il a été suggéré dans la littérature que ce soit 
l’une des raisons pour lesquelles AT2 ne semble pas ou peu capable de s’associer aux 
protéines G (de Gasparo et al., 2000). Cela pourrait aussi expliquer le l’absence de 
phosphorylation par les GRK et l’absence de recrutement de β-arrestines à la suite de son 
exposition à l’AngII (de Gasparo et al., 2000; Karnik et al., 2015). 
 
Cependant, de précieuses connaissances ont été acquises à la suite de la première 
publication de la structure cristalline du récepteur AT2 en 2017 (H. Zhang et al., 2017). 
Résolue par serial femtosecond crystallography et en utilisant une densité élevée de 
microcristaux en phase lipidique cubique (figure 3a), la structure cristalline d’AT2 a permis 
de confirmer la présence de plusieurs similitudes avec le récepteur AT1. La conformation de 
« β-hairpin » de l’ECL2 en est un exemple. De plus, deux ponts disulfures sont présents du 
côté extracellulaire d’AT2 : Cys35N-term-Cys290ECL3 relie la queue N-terminal à l’ICL3 et 
Cys1173.25-Cys195ECL2 relie l’extrémité du TM3 à l’ECL2 (H. Zhang et al., 2017). 
 
En revanche, une comparaison plus approfondie de la structure d’AT2 révèle plusieurs 
différences importantes avec AT1, ainsi qu’avec les autres GPCR de classe A. Comme nous 
l’avons vu à la section 1.1.2 traitant de l’activation des GPCR, l’activation d’un GPCR de 
classe A est un processus qui induit des changements bien identifiés au niveau des domaines 
transmembranaires qui regroupent entre-autre les motifs DRY, NPxxY et PIF (Figure 3). 
Toutefois, la structure d’AT2 obtenue en 2017 montre des caractéristiques qui sont 
habituellement uniquement présents dans les récepteurs actifs : l’extrémité intracellulaire du 
TM6 est déplacée vers l’extérieur du récepteur puisque l’Arg142(3.50) du motif DRY est 
tourné de 90° comparativement à AT1, empêchant la formation de l’« ionic lock »; du côté 
extracellulaire, le TM5 est déplacé vers l’intérieur du récepteur, permettant une 
réorganisation du motif PIF vers un arrangement typiquement actif; au niveau du motif 
NPxxY, la Tyr318(7.53) d’AT2 est déplacé vers l’intérieur du récepteur et tournée de 45° 
comparativement à AT1, TM7 est donc délocalisé vers l’intérieur du récepteur. Par 
conséquent, l’ensemble de ces caractéristiques conformationnelles indiquent, lorsqu'on les 
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compare aux structures cristallines de d’autres GPCR de classe A actifs, qu’AT2 adopte une 
conformation de type active. Cette organisation particulière du récepteur AT2 pourrait 
expliquer sa forte activité constitutive (H. Zhang et al., 2017). Ce sujet sera abordé dans la 
section suivante. 
 
 
Figure 3. Conformation active d’AT2. 
a, L’architecture globale du récepteur. Les limites des membranes sont indiquées par des 
lignes rouges. b–e, Comparaison d'AT2 de type actif (cyan) avec l'AT1 inactif (vert) et le 
récepteur β2AR liée à la protéine G active (jaune) (b), le côté extracellulaire (d) et le côté 
intracellulaire sans l'hélice 8 (e). La région agrandie en c montre les détails des motifs 
conservés. AT2 est représenté par un dessin en cyan, et la position inactive distincte de 
l’hélice AT1 VII est indiquée en vert. Les flèches rouges indiquent les changements de 
conformation associés à l'activation du récepteur. Figure de (H. Zhang et al., 2017) 
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Une deuxième différence importante fut décelée lors de la première publication de la 
structure d’AT2 par le groupe de Vadim Cherezov en 2017 (H. Zhang et al., 2017). 
Habituellement, comme chez AT1, l’hélice 8 est pointée vers l’extérieur du récepteur de sorte 
à être parallèle à la membrane plasmique de la cellule et ce positionnement est généralement 
indépendant de l’activation, ou non, du récepteur. Toutefois, chez AT2, l’hélice 8 est 
positionnée vers l’intérieur du récepteur (Figure 3b). Venant remplir la pochette de liaison 
intracellulaire, ce positionnement atypique de l’hélice 8 est stabilisée par plusieurs 
interactions avec les extrémités intracellulaires des TM 3, 5 et 7: les résidus Phe325(8.50), 
Leu329(8.54), Val332(8.57) et Phe3338.58 participent à des interactions hydrophobes; et les 
résidus Arg324(8.49), Gln326(8.51) et Lys328(8.53) participent à des interactions polaires. Ce 
positionnement atypique de l’hélice 8 a donc pour conséquences non seulement de stabiliser 
le récepteur AT2 dans une conformation active, mais aussi d’induire un encombrement 
stérique bloquant le recrutement de protéines G et de β-arrestines (H. Zhang et al., 2017). 
Ces conséquences s’avèrent d’autant plus révélatrices lorsqu’on tient compte de la 
signalisation atypique du récepteur AT2.  
 
1.3.2.3 Signalisation du récepteur AT2 
Les mécanismes de transduction par lesquelles le récepteur AT2 exerce ses effets 
physiologiques sont considérés comme étant atypiques. En ce sens, contrairement à AT1, AT2 
ne semble pas être en mesure de signaler de façon canonique via les protéines G. D’un côté, 
une étude a observé qu’AT2 semble être capable de coupler Gαi2 et Gαi3 dans des cellules 
fœtales de rat (J. Zhang et Pratt, 1996), mais à ce jour, il n’a jamais été démontré qu’AT2 
était capable d’activer directement les voies canoniques associées aux GPCR par un essai 
fonctionnel. De plus, il n’a pas encore été possible de démontrer qu’AT2, à la suite de son 
exposition à des agonistes comme l'AngII, soit désensibilisé où internaliser comme les autres 
GPCR de classe A le sont. Toutefois, malgré l’incertitude persistante en ce qui concerne les 
mécanismes initiaux de transduction de signal au niveau du récepteur, l’étude de la 
signalisation d’AT2 a beaucoup progressé et plusieurs voies de signalisation, ainsi que leurs 
effets cellulaires et physiologiques, sont maintenant connues (Figure 4)  (Karnik et al., 2015). 
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Figure 4. Un aperçu de la signalisation d’AT2. 
Représentation de différentes voies de signalisation d’AT2 résultant de son activation par 
l'AngII. 
Dans un premier temps, le récepteur AT2 a été démontré comme étant capable de 
moduler l’activité neuronale par l’entremise de certains canaux ioniques : dans les cellules 
NG108-15, AT2 induit une inhibition des canaux calciques de type T; et dans des cultures 
cellulaires neuronales de jeunes rats, AT2 induit une activation des canaux potassiques 
(Karnik et al., 2015; Nouet et Nahmias, 2000). L’activation des canaux potassiques par AT2 
est médiée par la phospholipase A2 (PLA2), qui à son tour, va activer la phosphatase PP2A 
(Karnik et al., 2015; Nouet et Nahmias, 2000; Zhu et al., 1998). AT2 active aussi les 
phosphatases MKP-1 et SHP-1 (de Gasparo et al., 2000; Guimond et Gallo-Payet, 2012; 
Karnik et al., 2015). Ces 3 phosphatases (PP2A, MKP-1 et SHP-1) ont toutes été démontrées 
comme étant capables d’inhiber la voie des MAPK, impliquée dans la prolifération cellulaire. 
Il est aussi important de mentionner qu’AT2 est capable d’inhiber la prolifération cellulaire 
par l’inhibition de PKCα et de p21ras (Gendron et al., 1999). Cependant, bien que l’activation 
de ces phosphatases puisse induire une inhibition des MAPK dans certains tissus, la 
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stimulation du récepteur AT2 présent sur les cellules NG108-15 induit une élongation des 
neurites par une stimulation soutenue des MAPK (Plouffe et al., 2006). Toujours dans les 
cellules NG108-15, le récepteur AT2 a aussi été démontré comme étant capable d’activer les 
MAPK par la transactivation du récepteur TrkA (Bedecs et al., 1997). Ramenant notre 
attention sur SHP-1, son activation par AT2 est aussi impliquée dans une deuxième voie de 
signalisation. À la suite de son activation par AT2, SHP-1 forme un complexe avec la protéine 
d’interaction d’AT2 (ATIP) et SHP-1-ATIP transloque ensuite au noyau où elles induiront 
une augmentation de l’expression de MMS2 (Li et al., 2007). MMS2 est connu comme étant 
impliqué dans la réparation de l’ADN, dans le système ubiquitine-protéasome, ainsi que dans 
la différentiation neuronale (Li et al., 2007). Une autre voie de signalisation associée au 
récepteur AT2, par laquelle il peut induire une différenciation cellulaire, est l’augmentation 
de l’expression et de l’activation de PPARγ (de Gasparo et al., 2000; Karnik et al., 2015).  
Considéré comme étant un « maître régulateur » pour la différenciation des adipocytes, 
PPARγ a aussi des effets physiologiques bénéfiques dans des pathologies comme le diabète 
et potentiellement le syndrome des ovaires polykystiques (Gallo-Payet et al., 2012). En ce 
sens, il a été rapporté qu’un traitement avec le C21 (agoniste sélectif non peptidique de AT2) 
chez un modèle de rat obèse du syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) a normalisé bon 
nombre des phénotypes délétères associés à cette maladie (Leblanc et al., 2014). De plus, la 
stimulation du récepteur AT2 induit une production de NO et de GMPc, tous deux étant 
impliqués dans l’élongation des neurites dans les cellules NG108-15 (Côté et al., 1998; 
Gendron et al., 2002; Olson et al., 2004). La production de NO, induisant une vasodilatation 
au niveau du système vasculaire, est un autre effet physiologique étant associé au récepteur 
AT2 (Verdonk et al., 2012).  
 
La forte activité constitutive d’AT2 constitue une caractéristique intéressante de ce 
récepteur, grâce à laquelle la régulation de l’activation des voies de signalisation d’AT2 
pourrait être médiée par la simple régulation de son expression au niveau des tissus. 
Toutefois, une connaissance plus approfondie de la relation entre la structure du récepteur 
AT2 et de ses mécanismes de transduction de signal est nécessaire pour tenter de répondre à 
ce type de question et éventuellement permettre de trouver de nouvelles façons d’exploiter 
ce récepteur en tant que cible thérapeutique (Karnik et al., 2015; H. Zhang et al., 2017).  
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2HYPOTHÈSE DE RECHERCHE 
 
Avec la publication de la structure du récepteur AT2, il a été possible de constater que 
ce dernier présentait diverses caractéristiques atypiques comparativement à d’autres GPCR 
de classe A. Nous postulons comme hypothèse que le positionnement atypique de l’hélice 8 
présent dans la structure du récepteur AT2 serait causé par l’importante polarité des résidus 
contenus dans la première boucle intracellulaire (ICL1).  
 
Objectif 1 : Établir le profil de signalisation dépendant des protéines G du récepteur 
AT2. 
N’ayant jamais été publié, nous voulions établir le profil de signalisation dépendant 
des protéine G du récepteur AT2 par l’utilisation d’essais fonctionnels BRET. Nous voulions 
aussi déterminer quelles sont les premières étapes de transduction de signal du récepteur AT2. 
Ceci était non seulement essentiel en soit, mais servirait aussi de point de référence lors de 
l’analyse des résultats issus de l’objectif 2. 
 
Objectif 2 : Caractériser le rôle de la première boucle intracellulaire et de l’hélice 8, 
ainsi que leurs influences sur la signalisation du récepteur AT2. 
Dans le but d’identifier l’implication de la première boucle intracellulaire et de 
l’hélice 8 sur la signalisation de récepteur AT2, nous avons conçu une série de chimères des 
récepteurs AT1 et AT2 en substituant l’hélice 8 ou l’ICL1 dans chacun des récepteurs afin 
d’explorer leurs rôles dans la signalisation du récepteur AT2. 
 
Objectif 3 : Caractériser les événements de phosphorylation induits par l’activation du 
récepteur AT2. 
Dans le but d’obtenir une compréhension plus large des mécanismes de signalisation 
d’AT2 et des voies de signalisation lui étant associées, nous avons analysé les modifications 
du phosphoprotéome par spectrométrie de masse à la suite d’une stimulation du récepteur 
AT2.  
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Interplay between intracellular loop 1 and helix VIII of the angiotensin II type 2 
receptor controls its activation 
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Résumé : Les mécanismes de signalisation du récepteur de type 2 de l'angiotensine II 
(AT2R), un récepteur à sept domaines transmembranaires, n'ont pas encore été clairement et 
complètement définis. Dans la présente contribution, nous avons cherché à identifier les 
déterminants moléculaires impliqués dans l'activation de l'AT2R. Bien qu'il n'ait pas été 
démontré que AT2R engage les voies Gq/11, G12, Gi2 et β-arrestine (βarr) comme le récepteur 
AT1R suite à la stimulation par l'angiotensine II (AngII), le positionnement atypique de 
l'hélice 8 dans la structure AT2R récemment publiée peut jouer un rôle dans la capacité du 
récepteur à se coupler aux effecteurs en aval. Dans la structure d’AT2R, l'hélice 8 pointe vers 
l'intérieur et vers la boucle intracellulaire 3 (ICL3) pour former des interactions tertiaires 
avec le domaine transmembranaire 6 (TM6), empêchant éventuellement l'accès aux 
effecteurs de signalisation. Par ailleurs, dans la plupart des GPCR de classe A, il s'avère que 
l'hélice 8 est engagée dans des interactions tertiaires avec ICL1 et à distance du site de liaison 
de l'effecteur. Après un examen plus approfondi de la structure d’AT2R, nous avons constaté 
que les résidus contenus dans la boucle intracellulaire 1 (ICL1) pouvaient être impliqués dans 
la formation de cette conformation inhabituelle de l'hélice 8. Pour explorer cette hypothèse, 
nous avons conçu une série de chimères des récepteurs AT1R / AT2R afin de valider les rôles 
de ICL1 et de l'hélice 8 dans la signalisation d’AT2R. La substitution de l’ICL1 d’AT1R à 
AT2R a conduit à un récepteur mutant couplé à Gi2. La substitution des domaines hélicoïde 
8 et C-terminal de AT2R dans le squelette AT1R a conduit à un récepteur mutant qui 
conservait les propriétés de signalisation de type AT1R. Ces résultats suggèrent que la partie 
C-terminale d’AT2R est compatible avec la signalisation canonique des GPCR et que ICL1 
d’AT2R est impliqué dans le repositionnement de l'hélice 8, ce qui entrave l'engagement des 
effecteurs classiques des GPCR tels que les protéines G ou les arrestines. 
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Abstract 
The signaling mechanisms of the angiotensin II type 2 receptor (AT2R), a heptahelical 
receptor, have not yet been clearly and completely defined. In the present contribution, we 
set out to identify the molecular determinants involved in AT2R activation. Although AT2R 
has not been shown to engage Gq/11, G12, Gi2, and β-arrestin (βarr) pathways as does the AT1R 
upon angiotensin II (AngII) stimulation, the atypical positioning of helix VIII in the recently 
published AT2R structure may play a role in the receptor’s capacity to couple to downstream 
effectors. In the AT2R structure, helix VIII points inwards and towards intracellular loop 3 
(ICL3) to form tertiary interactions with transmembrane domain 6 (TM6), possibly impeding 
access to signaling effectors. On the other hand, in most class A GPCRs, helix VIII is found 
to be engaged in tertiary interactions with ICL1 and away from the effector binding site. 
Upon closer examination of the AT2R structure, we found that the residues contained within 
intracellular loop 1 (ICL1) may be involved in driving this unusual conformation of helix 
VIII. To explore this hypothesis, we designed a series of AT1R/AT2R receptor chimeras to 
validate the roles of ICL1 and helix VIII in AT2R signaling. Substituting the AT1R ICL1 into 
AT2R led to a mutant receptor that coupled to Gi2. The substitution of the helix VIII and C-
terminal domains of AT2R into the AT1R backbone led to a mutant receptor that retained 
AT1R-like signaling properties. These results suggest that the C-terminal portion of AT2R is 
compatible with canonical GPCR signaling and that ICL1 of AT2R is involved in 
repositioning helix VIII, which impedes engagement of classical GPCR effectors such as G 
proteins or β-arrestins. 
 
Keywords: Angiotensin II, Angiotensin II Receptor, GPCR, chimeric receptors, signaling. 
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1. INTRODUCTION 
 The octapeptide hormone angiotensin II (AngII) is the main effector of the renin- 
angiotensin system, which is involved in several physiological functions that control 
vasoconstriction, cardiac output, fluid volume, cellular growth and hydromineral balance. 
AngII binds to and activates the angiotensin II type 1 receptor (AT1R) and the type 2 receptor 
(AT2R), both members of the G protein-coupled receptor (GPCR) superfamily, but most of 
AngII’s effects are mediated through AT1R [1–3]. 
Although the signaling signature of activated AT1R is complex, a plethora of studies 
have revealed that it couples to Gαq/11, Gα12 and Gαi [4–6]. AT1R activation also leads to 
recruitment of β-arrestins (βarrs), involved in desensitization of the receptor and in acting as 
scaffolding proteins that mediate other signaling pathways [7,8]. Activation of AT1R’s G 
protein-dependent and independent pathways regulate various downstream effectors such as 
the activation of phospholipase C, protein kinase C, MAPK [4,9] and many other effectors 
[6]. 
Reports show that AT2R counteracts AT1R-mediated physiological responses [1], 
exhibits cardioprotective effects and induces vasodilatation as well as inhibits cell 
proliferation [10–12]. Expression of AT2R is increased in various pathological conditions 
associated with inflammation and tissue remodeling, including in hypertensive type 2 
diabetic patients treated with the AT1R antagonist valsartan [1,13,14]. In type 2 diabetes, 
AT2R counteracts the deleterious effects of AT1R on insulin receptor signaling [15,16]. 
Treatment of polycystic ovary syndrome (PCOS) model rats with C21 (a non-peptidic AT2R 
selective agonist) normalized many of the deleterious phenotypes associated with this disease 
[16]. Furthermore, C21 was recently granted orphan drug status for the treatment of 
idiopathic pulmonary fibrosis [17]. Although AT2R is potentially an important drug target, 
the signaling mechanisms associated with AT2R remain elusive and controversial. Having 
the typical seven transmembrane domain topology, it would be expected that upon activation 
conformational changes of AT2R would enable its interaction with G proteins, however such 
a mechanism has not yet been clearly demonstrated. While it has been reported that AT2R 
activation does not lead to second messenger production [18,19], the finding that AngII-
activated AT2R immunoprecipitates with Gαi2 and Gαi3 in rat fetal membranes [20] coupled 
with the demonstration that pertussis toxin (PTX), a non-selective Gαi inhibitor, prevents 
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AT2R signaling, suggest a Gαi-dependent mechanism. Indeed, inhibition of AT2R-dependent 
activation of the NO/cGMP pathway with PTX, impedes neuronal differentiation of NG108-
15 cells [21]. Reports have also shown that AT2R activates downstream tyrosine and 
serine/threonine phosphatases such as SHP-1, MKP-1 and PP2A [22–24]. Additional studies 
have shown that AT2R activation inhibits or activates the ERK pathway depending on the 
cellular model studied, further contributing to the ambiguous nature of AT2R signaling [25]. 
On the other hand, it has previously been shown that upon activation although the AT2R 
undergoes PKC-dependent phosphorylation [26] it is unable to interact with β-arrestin2 and 
is not internalized [27]. 
We hypothesize that AT2R may be unable to efficiently recruit and activate G proteins 
because of an atypical conformation. Therefore, we first evaluated the capacity of AngII to 
activate the Gαq/11, Gα12 and Gαi and β-arrestin signaling pathways via AT2R. To better 
understand the molecular mechanisms involved in AT2R activation and evaluate the roles of 
helix VIII and ICL1 in this process, we constructed a series of AT1R/AT2R receptor chimeras, 
based on the above-mentioned observations of the AT1R and AT2R structures. We then tested 
the capacity of AngII to activate the Gq/11, G12, Gi2, and β-arrestin signaling pathways on 
these constructs. Our findings lead us to suggest an interplay between ICL1 and helix VIII 
of AT2R that would impede interactions with G proteins and β-arrestins. 
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2. MATERIALS AND METHODS 
2.1 Materials 
Culture media, FBS, penicillin, streptomycin, and trypsin were acquired from Wisent 
(St-Bruno, Qc). Polyethylenimine (PEI) was acquired from Polyscience (Warrington, PA). 
125I-AngII (specific radioactivity ∼1000 Ci/mmol) was prepared with Iodo-GEN® (Perbio 
Science, Erembodegem, Belgium) as reported previously [28]. 
2.2 Plasmids and constructs 
The cDNA for the human AT1R was kindly provided by Dr. Sylvain Meloche 
(Université de Montréal). SP_Flag_hAT2R receptor was constructed by using QuikChange 
XL with a primer containing the SP (signal peptide) 
(AAGACGATCATCGCCCTGAGCTACATCTTCTGCCTGGTGTTCGCC) sequence that 
is inserted N-terminal to the Flag epitope. The chimeras SP-Flag-hAT1R(1-307)-hAT2R(324-
363) and SP-Flag-hAT2R(1-323)-hAT1R(308-359), renamed AT1(AT2-CT) and AT2(AT1-
CT) respectively, were constructed by gBlocks from Integrated DNA Technologies. 
Chimeras SP-Flag-hAT1R(1-52)-hAT2R(69-80)-hAT1R(65-359) and SP-Flag-hAT2R(1-68)-
hAT1R(53-64)-hAT2R(81-363), named AT1(AT2-ICL1) and AT2(AT1-ICL1) respectively, 
were constructed with the Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit using the SP-Flag-AT1R and 
SP-Flag-AT2R constructs as templates. All chimeras were cloned in pcDNA 3.1 neo (+) 
vector and were confirmed by automated DNA sequencing. 
2.3 Cell culture and transfections 
Human embryonic kidney 293 (HEK293) cells were maintained in DMEM medium 
supplemented with 10% FBS, 100 IU/mL penicillin, and 100 µg/mL. Atmosphere was 
humidified, set at 37°C and 5% CO2. Transient expression of recombinant proteins was 
achieved by transfecting cell with PEI at a 3:1 ratio (w/w) with plasmid DNA. 
2.4 Binding experiments 
HEK293 cells transiently expressing each receptor were washed once with PBS and 
submitted to one freeze-thaw cycle and gently scraped into washing buffer (25 mM Tris-HCl, 
pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2). Cells were then centrifuged for 15 min 2500 x g at 
4°C and resuspended in binding buffer (25 mM Tris-HCl, pH 7.4, 100mM NaCl, 5 mM 
MgCl2, 0.1% bovine serum albumin, 0.01% bacitracin). Saturation experiments were 
performed by incubating 120 µL of prepared cell suspension for 1h at room temperature with 
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40 µL of increasing concentration of radiolabeled AngII and 40µL of binding buffer (for total 
binding) or with 40 µL of increasing concentrations of radiolabeled AngII and 100 µL for a 
high concentration (5 µM) of non-radiolabeled AngII (non-specific binding). After the 1h 
incubation period, the bound radioactivity was separated from free ligand by filtration. 
Receptor-bound radioactivity was evaluated by γ counting. 
2.5 BRET2 assays 
Biosensors for Gαq/11, Gαi2 and Gα12 were kindly provided by Michel Bouvier 
(University of Montréal). For BRET2 assays, HEK293 cells were transfected with 250 ng of 
receptor, 40 ng of Gα subunit, 250 ng of Gβ1 subunit and 250 ng of Gγ1 subunit per 1 µg of 
total transfected DNA. The Gγ2 subunit was used with Gαi2. Salmon sperm DNA (SSD) was 
used to bring total transfected DNA to 1 µg per 1 mL of cell (350,000 cells/mL). Cells were 
plated at 35,000 cells per well in 96-well, flat bottom, white opaque tissue culture plates. 48 
hours after seeding, cells were gently washed with PBS and 80 µL of BRET buffer (10 mM 
HEPES, 1 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 4.2 mM KCl, 146 mM NaCl and 5.5 mM glucose) is 
added to each well. Cells were then protected from light and left 1 hour at room temperature. 
10 µL of 50 µM coelenterazine 400a is added per well and incubated at room temperature 
for 10 min. The cells were then treated with 10 µL of increasing concentrations of AngII. 
The BRET2 signal is then acquired using a BERTHOLD TriStar2 LB 942 Multimode Reader. 
The BRET ratio is then calculated by dividing the acceptor’s luminescence reading by the 
donor’s fluorescence.  
2.6 IP-One assay 
The IP-One assay was performed according to the manufacturer’s provided protocol. 
Briefly, 15,000 HEK293 cells transiently expressing receptors were seeded in 384-well 
shallow well plates and treated with increasing concentrations of AngII for 30 min. IP1-d2 
and anti-IP1-Cryptate were then added and the plate was incubated for 3 hours at room 
temperature with agitation. FRET signal was measured with a TECAN M1000 fluorescence 
plate reader (320 nm excitation and 620 and 665 nm emission).  
2.7 Data analysis 
The efficacy and EC50 values of BRET
2, IP-One and Lance Ultra cAMP were 
calculated with the dose response-stimulation three parameter nonlinear regression in 
GraphPad Prism 8 (San Diego CA). Kd was calculated using the one site-total and 
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nonspecific binding nonlinear regression. All experiments were done a minimum of 3 times 
independently and errors are expressed as ± S.E.M. 
2.8 Molecular Modelling  
Primary structure alignment using BlastP (Altschul et al., 1997) reveals that there is 
only one gap of a single residue between the primary structures of the AT1R (Uniprot entry 
P30556)) and AT2R (Uniprot entry P50052). This gap is located within the ICL2 of the AT2R. 
Hence all TMs and loops have the same length. In this context, all the different models of the 
chimeras and states have been generated using Pymol (The PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.) by manually replacing the corresponding residues 
onto the structures of either the AT1R (PDB entry 4YAY) or AT2R coordinates. When 
residues were different, a rotameric state with no clashes was selected for the replacement 
residue.  
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3. RESULTS 
3.1 Construction of AT1R-AT2R chimeras. 
Recently, the elucidation of the crystal structure of AT2R revealed many atypical 
features when compared to the structure of AT1R or other GPCR structures [30]. One such 
feature is the peculiar position of AT2R’s helix VIII that orients itself towards the intracellular 
loops (ICLs) whereas AT1R’s helix VIII is found parallel to membranes leaving ICLs open 
to interaction with cytoplasmic effectors. This positioning of AT2R’s helix VIII could 
potentially block G protein and β-arrestin binding thereby hindering AT2R signaling. 
Conversely, in most Class A GPCR structures, helix VIII rather forms favorable hydrophobic 
tertiary interactions with ICL1, such as was found for the AT1R crystal structure (Figure 1C). 
Upon close inspection of the residues that compose AT2R’s ICL1, we noted the presence of 
polar residue Gln72 and charged residue Lys73 that may contribute to destabilizing the 
interaction between helix VIII and ILC1 and which could potentially lead to the atypical 
conformation of the AT2R helix VIII domain (Fig. 1D). To better understand how AT2R’s 
structure can control its activation we constructed chimeric mutants and determined their 
pharmacological and signaling properties. The first construct was AT1(AT2-ICL1) where the 
ICL1 of AT2R (residues 69-80) is swapped into AT1R (Fig. 1E) and the second was AT2(AT1-
ICL1), where the ICL1 of AT1R (residues 53-64) is swapped into AT2R (Fig. 1F). Note that 
both ICL1s have the same number of residues and are positioned identically compared to all 
conserved motifs and residues. The other constructs were AT1(AT2-CT), where helix VIII 
and the C-tail of AT2R is swapped into AT1R and AT2(AT1-CT), where helix VIII and the 
C-tail of AT1R is swapped into AT2R. 
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Fig. 1. Tri-dimensional structures of the resting state of AT1R and AT2R.We propose 
that there exists a conformational equilibrium involving Helix VIII exchanging between two 
states characterized by tertiary interactions with ICL1 (AT1R-like conformation) (A) or TM6 
(AT2R-like conformation) (B). Rainbow colored backbone (blue to red; N- to C-terminal) of 
the structure of AT1R (4YAY) on the top left, or the structure of AT2R (5UNG) on the top 
right. C. Wild type tertiary interactions between helix VIII and ICL1 in the AT1R (4YAY). 
Note the complementary packing of interfacial hydrophobic side-chains. D. Modeling of the 
AT2R helix VIII/ICL1 interaction in the AT1R-like conformation. Note that these 
hydrophobic interactions are disrupted by ICL1 (K73 vs. M57; Q72 vs. Y56 and C71 vs. F55) 
despite the conservation of the hydrophobic surface of helix VIII of the AT2R. E. Modeling 
of the AT1R helix VIII/ AT2R ICL1 interaction in the AT1(AT2-ICL1) chimera. Similarly, 
unfavorable interactions are expected. F. Modeling of the AT2R helix VIII/ AT1R ICL1 
interaction in the AT2(AT1-ICL1) chimera. Based on the conservation of the hydrophobic 
character of the helix VIII interacting surface, interactions between the helix VIII of the AT2R 
and the AT1R ICL1 domain are expected to be tolerated and feasible. 
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3.2 Binding properties of AngII towards AT1R, AT2R and chimeras 
We assessed the binding properties of AngII for AT1R, AT2R and the receptor 
chimeras that were transiently expressed in HEK293 cells. For the wild type receptors, AngII 
showed a binding affinity in the low nanomolar for both AT1R (Kd = 1.6 nM) and AT2R (Kd 
= 4.7 nM). As for the chimeras, none of the receptor alterations significantly altered the 
affinity of AngII towards these receptors with dissociation constants in the low nanomolar 
range for the following chimeras:  AT1(AT2-ICL1), Kd = 2.6 nM and AT2(AT1-ICL1), Kd = 
3.9 nM, AT1(AT2-CT), Kd = 2.1 nM and AT2(AT1-CT), Kd = 4.4 nM. All receptors were well 
expressed with Bmax values ranging from 1.7 pmol/mg to 14.1 pmol/mg (Table 1). We have 
also confirmed the presence of all receptors using the C-terminal FLAG epitope (data not 
shown). 
Table 1 
Binding properties of AT1R, AT2R and chimeric receptors 
 Kd (nM) Bmax (pmol / mg) n 
AT1 1.6 ± 0.5 2.5 ± 0.1 3 
AT2 4.7 ± 1.0 14.1 ± 1.5 3 
AT1(AT2-ICL1) 2.6 ± 0.7 1.7 ± 0.3 3 
AT2(AT1-ICL1) 3.9 ± 1.2 4.8 ± 0.9 3 
AT1(AT2-CT) 2.1 ± 0.6 5.4 ± 0.4 3 
AT2(AT1-CT) 4.4 ± 1.7 5.1 ± 1.2 3 
 
Table 1. HEK293 cells stably expressing the indicated receptors were assayed as described 
in the methods. Binding affinities (Kd) are expressed as the means ± SD of values obtained 
in n independent experiments performed in duplicate.  
 
3.3 Functional properties of AT1R and AT2R receptors 
We first characterized the ability of the wild-type receptors to couple and activate 
various G protein and βarr signaling pathways associated with the wild type AT1R and AT2R 
in HEK 293 cells using established BRET based biosensor assays. Although AT1R signaling 
has been extensively characterized [6,31,32], the signaling properties of the AT2R have not 
yet been clearly defined. In the wild-type and chimeric constructs, the activation of a given 
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G protein pathway was ascertained when the BRET2 ratio diminished following dissociation 
of the Gα-RlucII and Gγ-GFP subunits. We first assessed the activation of the Gq pathway in 
a dose-response manner by submitting either AT1R or AT2R to increasing doses of AngII. 
On the AT1R, AngII showed a potency (EC50) of 4.9 nM and its efficacy (Emax) was 
normalised to 100% (Fig. 2A). However, AngII was unable to activate the Gq pathway via 
AT2R.  We next measured the Gi2 (Fig. 2B) and G12 (Fig. 2C) pathways, where AngII 
exhibited a potency of 2.6 nM and 6.7 nM respectively towards AT1R, which were both again 
normalized to 100% efficacy. Conversely, engagement of either Gi2 (Fig. 2B) or G12 (Fig. 
2C) to AT2R following AngII stimulation did not lead to a measurable shift in BRET signals. 
We then assessed the capacity of AT1R and AT2R to recruit β-arrs upon AngII activation. 
Unlike the biosensors used for G protein dependent pathways, β-arr recruitment following 
AngII stimulation leads to an increase in BRET2 signal. AngII stimulation of the AT1R 
enabled recruitment of βarr-1 (Fig. 2D) and βarr-2 (Fig. 2E) with a potency of 16.6 and 2.2 
nM respectively; efficacy was normalized to 100%. However, for AT2R, no BRET signal 
was detected upon AngII stimulation. The parameters describing the activation of AT1R with 
AngII in a dose response manner were used as a reference for the activation of the subsequent 
chimeric receptor mutants. 
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Fig. 2. Activation of G protein and β-arrestin signalling pathways with increasing 
concentration of AngII for wild type receptors. (A, B, C) Using BRET2 biosensors, the 
activation of Gq (A), Gi2 (B) and G12 (C) was assessed in HEK293 cells transiently expressing 
either AT1R or AT2R following AngII treatment. (D, E) Using BRET
2 biosensors, the 
recruitment of β-arrestin 1 (D), β-arrestin 2 (E) was assessed in HEK293 cells transiently 
expressing AT1R, AT2R receptors following AngII treatment. Data is expressed as mean ± 
SEM and represents the mean of 3 independent experiments done in triplicate. 
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3.4 Impact of exchanging the first intracellular loop between AT1R and AT2R on receptor 
signalling 
We assessed the signaling profile of chimeric receptors AT1(AT2-ICL1), where the 
ICL1 of the AT2R is swapped into AT1R and AT2(AT1-ICL1), where the ICL1 of AT1R is 
swapped into AT2R (Figure 3 and Table 2). Note that both ICL1s have the same length and 
are positioned identically compared to all conserved motifs and residues (Fig. 1E and Fig. 
1F). We found that the AT1(AT2-ICL1) chimera did not activate the Gq pathway upon AngII 
stimulation (Fig. 3A). By contrast, AngII stimulation of the AT1(AT2-ICL1) chimera led to 
the activation of the Gi2 pathway (Fig. 3B) with a potency of 10.5 nM and an efficacy of 75% 
when compared to AT1R, and this effect was blocked by the AT2R selective antagonist 
PD123319 (data not shown). As for the G12 pathway (Fig. 3C), AngII stimulation of the 
AT1(AT2-ICL1) chimera showed a reduced potency of 260.2 nM and an efficacy of 53%. 
Upon evaluation of the βarr pathways, AngII stimulation of AT1(AT2-ICL1) exhibited a 
potency of 16.6 and 2.6 nM as well as an efficacy of 10% and 14% for βarr-1 (Fig. 3D) and 
βarr-2 (Fig. 3E) respectively. We next examined the signaling properties of the AT2(AT1-
ICL1) chimeric receptor. Interestingly, this construct activated the Gi2 pathway with a 
potency of 3.0 nM and showed an efficacy of 30% compared to AT1R (Fig. 3B). However, 
we found that AngII was unable to activate both the Gq and G12 pathways nor to recruit either 
of the βarrs (Fig. 3A, C, D and E). 
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Fig. 3. Activation of G protein and β-arrestin signaling pathways with increasing 
concentration of AngII for the first intracellular loop chimeric receptors. (A, B, C) 
Using BRET2 biosensors, the activation of Gq (A), Gi2 (B) and G12 (C) was assessed in 
HEK293 cells transiently expressing either AT1R, AT2R, AT1(AT2-ICL1) or AT2(AT1-ICL1) 
following AngII treatment. (D, E) Using BRET2 biosensors, the recruitment of β-arrestin 1 
(D), β-arrestin 2 (E) was assessed in HEK293 cells transiently expressing either AT1R, AT2R, 
AT1(AT2-ICL1) or AT2(AT1-ICL1) following AngII treatment. Data is expressed as mean ± 
SEM and represents the mean of 3 independent experiments done in triplicate. 
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Table 2 
Activation of Gq, Gi2, G12, βarr1 and βarr2 by AT1R, AT2R and ICL1 chimeric mutant 
receptors 
 
 AT1 AT2 AT1(AT2-ICL1) AT2(AT1-ICL1) 
 EC50 
(nM) 
Emax  
(% AT1) 
EC50 
(nM) 
Emax  
(%AT1) 
EC50 (nM) 
Emax  
(%AT1) 
EC50 
(nM) 
Emax  
(%AT1) 
Gq/11 4.9 ± 0.4 100 - - - - - - 
Gi2 2.6 ± 1.0 100 - - 10.5 ± 4.0 75 ± 3.9 3.0 ± 5.2 32 ± 4.2 
G12 6.7 ± 1.0 100 - - 260.2 ± 
96.4 
53 ± 3.5 - - 
βarr1 16.6 ± 
0.9 
100 - - 16.56 ± 3.9 10 ± 0.3 - - 
βarr2 2.19 ± 
0.9 
100 - - 2.6 ± 0.3 14 ± 0.3 - - 
IPone 4.3 ± 3.0 100 - - 6.6 ± 3.0 26 ± 2.4 - - 
 
Table 2. HEK293 cells expressing the indicated mutants were assayed as described in the 
methods. EC50 and Emax are expressed as the means ± SD of values obtained in at least 3 
independent experiments performed in triplicate. 
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3.5 Impact of exchanging the C-tail between AT1R and AT2R on receptor signalling 
Next, we assessed the signaling profile of chimeric receptors AT1(AT2-CT), where 
the C-tail of the AT2R is swapped into the AT1R and AT2(AT1-CT), where the C-tail of the 
AT1R is swapped into the AT2R (Figure 4 and Table 3). Stimulation with AngII of the 
AT1(AT2-CT) chimeric receptor produced an increased Gq pathway activation of 183% when 
compared to AT1R with a potency of 1.89 nM (Fig. 4A). When the Gi2 pathway was 
evaluated, AngII activated the AT1(AT2-CT) chimeric receptor with an increased efficacy of 
212% and potency of 1.2 nM (Fig. 4B). For the G12 pathway, AngII activated AT1(AT2-CT) 
with a potency of 3.8 nM and showed an increased efficacy of 259% when compared to the 
AT1R (Fig. 4C). By contrast, the AT1(AT2-CT) chimera recruited βarrs with a decreased 
efficacy of 65% and a potency of 15.7 nM for βarr-1 (Fig. 4D) and an efficacy of 86% and a 
potency of 4.1 nM for βarr-2 (Fig. 4E). Upon evaluation of the signaling pathways of the 
AT2(AT1-CT) chimeric receptor, we found that AngII stimulation was unable to produce a 
dose-dependant response for any pathway tested under our conditions (Fig. 4). 
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Fig. 4. Activation of G protein and β-arrestin signaling pathways with increasing 
concentration of AngII for the C-tail chimeric receptors. (A, B, C) Using BRET2 
biosensors, the activation of Gq (A), Gi2 (B) and G12 (C) was assessed in HEK293 cells 
transiently expressing either AT1R, AT2R, AT1(AT2-CT) or AT2(AT1-CT) following AngII 
treatment. (D, E) Using BRET2 biosensors, the recruitment of β-arrestin 1 (D), β-arrestin 2 
(E) was assessed in HEK293 cells transiently expressing either AT1R, AT2R, AT1(AT2-CT) 
or AT2(AT1-CT) following AngII treatment. Data is expressed as mean ± SEM and represents 
the mean of 3 independent experiments done in triplicate.  
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Table 3 
Activation of Gq, Gi2, G12, βarr1 and βarr2 by AT1R, AT2R and C-term chimeric 
mutant receptors 
 
 AT1 AT2 AT1(AT2-CT) AT2(AT1-CT) 
 EC50 
(nM) 
Emax  
(% AT1) 
EC50 
(nM) 
Emax  
(%AT1) 
EC50 
(nM) 
Emax  
(%AT1) 
EC50 
(nM) 
Emax  
(%AT1) 
Gq/11 4.9 ± 0.4 100 - - 1.9 ± 0.1 183 ± 1.6 - - 
Gi2 2.6 ± 1.0 100 - - 1.2 ± 0.2 212 ± 4.9 - - 
G12 6.7 ± 1.0 100 - - 3.83 ± 0.4 259 ± 3.5 - - 
βarr1 16.6 ± 
0.9 
100 - - 15.7 ± 3.9 65 ± 0.7 - - 
βarr2 2.19 ± 
0.9 
100 - - 4.1 ± 0.5 86 ± 1.24 - - 
IPone 4.3 ± 3.0 100 - - 1.9 ± 7.9 162.2 ± 
5.7 
- - 
 
Table 3. HEK293 cells expressing the indicated mutants were assayed as described in the 
methods. EC50 and Emax are expressed as the means ± SD of values obtained in at least 3 
independent experiments performed in triplicate. 
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3.6 IP1 production of AT1 and AT2 chimeric receptors 
In order to validate the results obtained with the G-protein heterotrimer biosensors, 
we also carried out an assay to measure levels of inositol phosphates linked to activation of 
Gq. In this assay, dose response curves were obtained in order to measure the IP1 production 
and obtain potency and efficacy values for each receptor. For this assay AT1R was again used 
as a reference and its efficacy was normalised to 100% and where AngII showed a potency 
of 5.1 nM (Fig. 5). On the AT1(AT2-ICL1) receptor, AngII had a potency of 5.48 nM and an 
efficacy of 30% (Fig. 5). As for the AT1(AT2-CT) showed a potency of 1.90 nM and an 
efficacy of 151.2% and showed a constitutive activation of 43.5% when compared to AT1R 
(Fig. 5). On the other hand, neither AT2R, AT2(AT1-ICL1) or AT2(AT1-CT) were able to 
increase IP1 levels following AngII stimulation under our conditions (Fig. 5).  
 
Fig. 5. Second messenger production with increasing concentration of AngII. (A) The 
production of IP1 was measured in HEK293 cell transiently expressing either AT1R, AT2R, 
AT1(AT2-ICL1), AT2(AT1-ICL1), AT1(AT2-CT) or AT2(AT1-CT) following treatment with 
increasing concentration of AngII using the IP-One assay. Data is expressed as mean ± SEM 
and represents the mean of 3 independent experiments done in triplicate. 
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4. DISCUSSION 
In this study, we report the signaling profile of the AT1R and AT2R in HEK293 cells 
upon AngII stimulation using BRET-based biosensors and examine the impact of the ICL1 
and the C-terminal domain of either receptor on their signaling properties using chimeric 
receptors. Our initial goal was to detect and define AT2R signaling pathways with a second 
goal of understanding the molecular mechanisms underlying the lack of observable AT2R 
signaling, which we hypothesized was related to the unusual orientation of the AT2R helix 
VIII when compared to most class A GPCRs [30].  
Although the signaling signature of activated AT1R is complex, several studies have 
established that this receptor couples to Gαq/11, Gα12, Gαi and recruits β-arrs [6,31,32]. We 
therefore used AT1R as a reference of efficacy for the activation of the studied pathways with 
AT2R and chimeras. We find that in HEK293 cells, AT2R is unable under our conditions to 
activate Gαq/11, Gα12, Gαi2 or β-arrs following AngII binding (Figure 2). These observations 
are consistent with the first report of the crystal structure of AT2R, that proposed that the 
atypical positioning of helix VIII in AT2R would hinder recruitment and activation of G 
proteins [30] and/or β-arrs. This contrasts with the positioning of helix VIII in the AT1R 
whereby it is speculated that its role would be to assist in recruiting GRKs and β-arrs [33]. 
Upon observation of the crystal structures of both AT1R and AT2R, we therefore 
hypothesised that the ICL1 of AT2R, by virtue of the presence of polar and charged residues, 
namely Gln72 and Lys73, could be involved in destabilizing interactions with helix VIII and 
in promoting interaction of this helix with TM6 localized in the vicinity of the effector 
binding site (Figure 1) and potentially crucial for downstream signaling events.  
Swapping the ICL1 in AT1R for that of AT2R and vice versa generated receptor 
chimeras AT1(AT2-ICL1) and AT2(AT1-ICL1). The characterisation of AT1(AT2-ICL1) 
revealed an important loss of function regarding its ability to activate the Gαq pathway as 
well as recruitment of β-arrs, which may partially be explained by slightly lower expression 
levels of this mutant when compared to the wild-type AT1R. The effects were more modest 
for the Gα12 and Gαi2 pathways with the latter being the least affected pathway, retaining 
75% of AT1R efficacy. Furthermore, the AT2(AT1-ICL1) chimera was still unable to activate 
Gαq and Gα12 nor was it able to recruit either β-arr. However, it did reveal a gain of function 
regarding its ability to activate the Gαi2 pathway. It may be argued that being a modified 
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receptor, AT2(AT1-ICL1) might not retain its wild type pathway specificity since other class 
A GPCRs chimeric constructs exhibited similar behaviors [34,35]. Examples of this were 
observed with the α1-adrenergic (α1AR) and β2-adrenergic (β2-AR) receptors but it is 
important to stress the fact that this was achieved via ICL3 substitutions and that it has been 
widely reported that this region is an important determinant for receptor coupling to specific 
G proteins [34,36]; this seems to also be the case for AT1R and AT2R [37,38]. It is important 
to be cautious interpreting these results but to our knowledge ICL1 has not been shown to be 
a major determining factor in G protein-coupling specificity. Furthermore, it may be argued 
that since AT2R has been shown to immunoprecipitate with Gαi2, as well as having PTX 
sensitive signalling, AT2(AT1-ICL1) could have retained AT2R’s original signalling 
specificity. One interpretation is that the absence of polar residue Gln72 and the positive 
charge provided by the adjacent residue Lys73 in the ICL1 of AT2(AT1-ICL1) compared to 
that of AT2R allows for an ‘AT1R-like’ stabilisation of helix VIII by ICL1, thus favoring a 
rescue of the coupling and activation of Gαi2 in a ligand-dependent manner.  
In a second set of experiments we exchanged the C-terminal domains between the 
receptors generating receptor chimeras AT1(AT2-CT) and AT2(AT1-CT). Although 
AT2(AT1-CT) did not exhibit any significant differences when compared to AT2R when 
stimulated with AngII under our conditions, we demonstrate that the AT1(AT2-CT) chimera 
could signal in every pathway tested.  Indeed, swapping the AT2R C-terminal domain into 
the AT1R led to an increase of efficacy of all the examined G protein pathways and a decrease 
in the efficacy of β-arr recruitment. It has been previously shown with similar chimeras of 
AT1R with modified C-tails that these receptors do indeed retain their ability to activate 
signaling pathways such as increasing calcium release upon stimulation and IP3 production 
[39,40]. These results suggest that helix VIII of AT2R is compatible with canonical class A 
GPCR signaling and support the idea that it would not itself be the underlying cause for 
AT2R’s atypicality. It is also important to stress the fact that AT1(AT2-CT) not only activated 
G protein pathways, it did so with increased efficacy. To explain this result, it might be 
argued that 1) increased Bmax values of this construct promotes increased BRET values 
(although this was not observed for β-arr recruitment) or 2) AT1(AT2-CT) could have reduced 
stability in its inactive state and in turn this would facilitate activation or even stabilise its 
active form as is suggested by the AT2R structure [30]. 
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Lastly, we report inositol phosphate production by each receptor. It has been widely 
established that the AT1R has been shown to favor signaling through Gαq/11-PLCβ-PKC in 
HEK293 cells [1,2,6,31]. We found that, although AT1(AT2-ICL1) did not activate Gαq using 
the BRET biosensor assay, it showed a greatly reduced but measurable levels of IP1. One 
explanation for this discrepancy between Gαq activation and IP1 production may be that the 
AT2R ICL1 domain is pushing helix VIII towards AT1R’s TM6 and this hinders Gq activation 
but not activation of other G proteins. Hence this would indicate that the other G proteins 
could interact at a slightly different site of AT2R to be activated. Since this receptor activates 
Gαi2, it may be possible that AT1(AT2-ICL1) uses the aforementioned pathway to activate 
PLC through Gβγ subunits released from Gαi heterotrimers [41]. As for AT1(AT2-CT), it 
exhibited increased G protein efficacy compared to AT1R using the BRET biosensor assay 
and this is also the case of IP1 production. Interestingly, AT1(AT2-CT), upon AngII 
stimulation, also showed a higher basal IP1 production of 50% of the AT1R maxima. This 
suggests that the AT2R C-tail could play a role in modulating AT1(AT2-CT) receptor 
activation, perhaps through a modified spatial orientation which could lead to a greater 
propensity to activate in its basal state. Indeed, the AT2R structure reported by Zhang et al. 
suggests that helix VIII stabilises the receptor in its active state when positioned inward 
towards their binding pocket and interacts with helix III, V and VI [30]. 
Taken together, our results suggest that the underlying cause for the lack of canonical 
signaling in AT2R would be due, not to the residues that compose helix VIII or the C-terminal 
domain of the AT2R, but rather to the increased polarity in its ICL1 that leads to the observed 
atypical conformation of helix VIII observed in the AT2R structure [30]. Altogether, our 
results demonstrate that both the ICL1 and C-tail of AT2R are important structural 
determinants of AT2R and confer unique characteristics to receptors when substituted to form 
chimeras in receptors of the same family. This opens up new possibilities for the continued 
efforts to better understand the still enigmatic AT2R and further our understanding of the 
intricacies of GPCR signaling.  
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4MATÉRIEL ET MÉTHODES (HORS ARTICLE) 
 
4.1 Modification du protocole pour les essais de BRET 
4.1.1 Mesure de l’évolution dans le temps de l’activation des voies dépendantes des 
protéines G par BRET. 
L’ensemble des expériences de BRET a été effectué suivant le protocole décrit dans 
l’article inclus dans ce mémoire hormis une exception : les essais ont été réalisés de façon à 
mesurer l’évolution de l’activation des voies de signalisation dans le temps à la suite d’une 
stimulation avec une dose saturante d’agoniste. Les cellules sont stimulées avec les ligands 
à une concentration de 1µM. Les ligands utilisés sont l’AngII, le C21 (ligand sélectif pour 
AT2), le U46619 (agoniste pour le récepteur TPα) et la nociceptine (agoniste pour le 
récepteur OPRL1). À la suite de la stimulation des cellules, l’évolution du ratio de BRET est 
mesurée dans le temps pour une durée de 15 minutes. 
 
4.2 Induction de l’élongation des neurites dans les cellules NG108-15 par une 
stimulation du récepteur AT2 
Le protocole utilisé pour cette expérience est décrit en détail dans la littérature 
(Laflamme et Gallo-Payet, 1996). En bref, les cellules NG108-15 ont été ensemencées à une 
densité de 30,000 cellules/pétri 35mm et ont été cultivées pendant 72h avec ou sans 
stimulation (C21 100nM ou AngII 100nM), et ce, en présence ou non de PD123319 10µM 
(un antagoniste AT2). La stimulation des cellules par les agonistes induit une différenciation 
cellulaire caractérisée par une élongation des neurites. Si une cellule possède un neurite dont 
la longueur est plus importante que le diamètre de cette même cellule, elle est considérée 
comme étant en différenciation. 
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4.3 Analyse du phosphoprotéome 
4.3.1 Préparation des échantillons. 
Des cellules HEK293 ont été maintenues dans un milieu DMEM (supplémenté avec 
10% de FBS, 100 UI/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine) à 37 °C dans une 
atmosphère 5% CO2 humidifiée. Les cellules HEK293 (3 × 106 cellules/pétri de 100 mm) 
ont été transfectées de manière transitoire avec le récepteur AT2 (3 000 ng) en utilisant du 
polyethylenimine (PEI) comme agent de transfection (employant un rapport PEI pour ADN 
de 4:1). À 48h post transfection, les cellules ont été stimulées avec 100 nM d’AngII (ou avec 
véhicule) pour 5 minutes. Les cellules ont ensuite été placées sur glace, le milieu a été 
substitué avec un tampon d’extraction (urée 9M, tris 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, cocktails 
d’inhibiteurs des protases (cOmplete™, Sigma) et des inhibiteurs de phosphatases 
(PhosSTOP™, Sigma)) et récolté. Les échantillons, toujours gardés sur glace ou réfrigérés à 
4°C, ont par la suite été placés 1h sur roue, soniqués et finalement centrifugés. Le surnageant 
a ensuite été récupéré, dosé par BCA (Pierce™, Thermo Fisher Scientific) et congelé à -80°C. 
L’expérience a été exécutée 3 fois de façon indépendante, chacune effectuée en triplicata. 
 
4.3.2 Analyses phosphoprotéomiques des échantillons. 
Les échantillons ont été analysés sans enrichissement et après enrichissement sur 
colonne TiO2. Pour cela, ils ont été analysés en ligne en utilisant une HPLC nano débit (nlc 
1200, Thermo Fisher Scientific) couplée à un spectromètre de masse ayant une source 
nanoelectrospray (QExactive HF-X, Thermo Fisher Scientific). Les peptides ont été séparés 
sur une colonne capillaire (phase inverse C18, NanoViper, Dionex) suivant un gradient de 0-
40% de B en 90 min (run de 120 min) (A = 0,1% acide formique ; B = 0.1 % acide formique 
dans 80% acetonitrile) à un débit de 300 nL/min. Les spectres ont été enregistrés via le 
logiciel Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). Ces appareils sont contrôlés régulièrement 
(nettoyage, fluides, calibration). Nous avons utilisé comme bases de données : 
RefProteome_HUMAN-cano_2018_04.fasta (source UniproKB) et 
contaminants_fpp_180320.fasta avec les modifications suivantes : Carbamidomethylation 
(C) en fixe et Oxydation (M), Acetyl (Protein N-term) et Phospho (STY) en modifications 
variables. Pour les échantillons de départ non enrichis (input), les données spectrales ont été 
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analysées via les logiciels MaxQuant 1.5.5.1, script FPP leading v3.2 et Perseus v1.6.1.1. 
Pour les échantillons enrichis (TiO2), les données spectrales ont été analysées via les logiciels 
MaxQuant 1.5.5.1, Perseus v1.6.1.1 et Skyline V4.1. L’ensemble des analyses 
phosphoprotéomiques des échantillons ont été réalisées par l’équipe du Dr. Philippe Marin à 
l’institut de génomique fonctionnelle de l’université de Montpellier. 
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5RÉSULTATS (HORS ARTICLE) 
 
Dans l’article présenté à la section 3 du présent document, nous avons d’abord 
caractérisé la capacité des récepteurs AT1 et AT2 de type sauvage à coupler et à activer 
diverses voies de signalisation associées aux protéines G et aux βarr, et ce, à l’aide d’essais 
utilisant des biosenseurs BRET. Toutefois, ces résultats n’incluent pas l’ensemble des voies 
associées aux protéines G. Les voies de signalisation d’AT2 n’étant toujours pas clairement 
établies, l’ensemble des biosenseurs des voies de signalisation dépendantes des protéines G  
accessibles aux GPCR  seront présentées dans cette section. De plus, certains des résultats 
obtenus avec les cellules NG108-15 et l’effet de la stimulation du récepteur AT2 sur 
l’élongation des neurites seront présentés dans cette section.  
 
En dernier lieu, les résultats de mon deuxième projet, la caractérisation signalétique 
d’AT2 par analyse quantitative du phosphoprotéome, seront aussi présentés dans cette 
section. Ce projet avait comme objectif d’identifier les événements de phosphorylation 
modulés par le récepteur AT2, ainsi qu’obtenir une compréhension plus large des 
mécanismes de signalisation d’AT2 et des voies de signalisation lui étant associés. 
 
5.1 Activation des protéines G par le récepteur AT2 
5.1.1 Activation de la voie Gq 
En utilisant des récepteurs dont la capacité à activer certaines voies de signalisation 
précise comme contrôle positif, il a été possible de comparer l’activation des biosenseurs, par 
ces récepteurs contrôles, à celle du récepteur AT2. Par exemple, largement caractérisé à ce 
jour, le récepteur AT1 a été choisi comme contrôle positif pour la voie de signalisation Gq. 
L'activation d'une voie de protéine G donnée a été vérifiée lorsque le rapport de BRET 
diminuait à la suite de la dissociation des sous-unités Gα-RlucII et Gγ-GFP.  
 
Nous avons d’abord évalué l’activation de la voie  Gq en soumettant AT1 et AT2 à une 
dose saturante d’AngII ou de C21 dans le cas d’AT2 (Figure 5). La stimulation du 
récepteur AT1 engendre une activation caractérisée par l’obtention d’un ΔBRET de 0.16 
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comparativement à l’utilisation du véhicule. Toutefois, aucune activation n’est détectable 
suite à l’exposition du récepteur AT2 à l’AngII 1µM ou au C21 1µM. 
 
Figure 5. Évolution dans le temps de l’activation de la voie Gq mesurée par BRET. Les 
cellules HEK293 ont été transfectées avec le récepteur AT1 (A) ou AT2 (B) et le biosenseur 
Gq (comme décrit précédemment dans l’article). La stimulation est indiquée par la flèche 
noire. Chaque ensemble de données est exprimé par la moyenne ± S.E.M et est fait en 
triplicata. 
 
5.1.2 Activation des voies G12/13 
L’activation des voies G12/13 (Figure 6) a été évalué. Pour ces voies de signalisation, le 
récepteur TPα a été utilisé comme contrôle positif. Suite à la stimulation du récepteur TPα 
avec son agoniste l’U46619 1µM, il a été possible de mesurer une activation dont le ΔBRET 
s’élevait à 0.38 pour la voie G12 (Figure 6 A) et à 0.26 pour la voie G13 (Figure 6 C) 
comparativement au véhicule. Toutefois, aucune activation des voies G12 ou G13 n’a été 
détectée à la suite de l’exposition du récepteur AT2 à l’AngII 1µM ou au C21 1µM (Figure 
6 B et D). 
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Figure 6. Évolution dans le temps de l’activation de la voie G12 (A, B) et G13 (C, D) mesurée 
par BRET. Les cellules HEK293 ont été transfectées avec le récepteur TPα (A, C) ou AT2 
(B, D) et le biosenseur G12 ou G13 (comme décrit précédemment dans l’article). La 
stimulation est indiquée par la flèche noire. Chaque ensemble de données est exprimé par la 
moyenne ± S.E.M et est fait en triplicata. 
 
5.1.3 Activation des voies de la famille Gi 
En ce qui concerne l’évaluation de l’activation des voies de la famille des Gi (Figure 
7, Figure 8) le récepteur OPRL1 a été utilisé comme contrôle positif. La stimulation du 
récepteur OPRL1 avec la nociceptine (1µM), un agoniste pour ce récepteur, a engendré 
l’activation de toutes les voies de la famille Gi. Il a alors été possible de mesurer une 
activation sous forme de ΔBRET pour l’ensemble des voies de la famille des Gi : un ΔBRET, 
comparativement au véhicule, de 0.12 pour la voie Gi1 (Figure 7 A), de 0.10 pour la voie Gi2 
(Figure 7 C), de 0.13 pour la voie Gi3 (Figure 7 E), de 0.05 pour la voie Gz (Figure 8 A), de 
0.06 pour la voie GoA (Figure 8 C) et de 0.07 pour la voie GoB (Figure 8 E). Cependant, 
aucune activation n’a été détectée à la suite de l’exposition du récepteur AT2 à l’AngII 1µM 
ou au C21 1µM pour ces voies de signalisation (Figure 7 B, D, F et Figure 8 B, D, F). Somme 
toute, le récepteur AT2, à la suite d’une stimulation avec une dose saturante d’AngII, est 
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incapable d’induire, dans ces conditions, une activation ligand-dépendante des voies 
associées aux protéines G. 
 
 
Figure 7. Évolution dans le temps de l’activation de la voie Gi1 (A, B), Gi2 (C, D) et Gi3 (E, 
F) mesurée par BRET. Les cellules HEK293 ont été transfectées avec le récepteur OPRL1 
(A, C, E) ou AT2 (B, D, F) et le biosenseur Gi1, Gi2 ou i3 (comme décrit précédemment dans 
l’article). La stimulation est indiquée par la flèche noire. Chaque ensemble de données est 
exprimé par la moyenne ± S.E.M et est fait en triplicata. 
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Figure 8. Évolution dans le temps de l’activation de la voie Gz (A, B), GoA (C, D) et GoB (E, 
F) mesurée par BRET. Les cellules HEK293 ont été transfectées avec le récepteur OPRL1 
(A, C, E) ou AT2 (B, D, F) et le biosenseur Gz, GoA ou GoB (comme décrit précédemment 
dans l’article). La stimulation est indiquée par la flèche noire. Chaque ensemble de données 
est exprimé par la moyenne ± S.E.M et est fait en triplicata. 
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5.2 Modulation des niveaux d’AMPc par les récepteurs angiotensinergiques et leurs 
chimères. 
Utilisant le biosenseur EPAC, basé sur la protéine Exchange Factor Directly 
Activated by cAMP, il a été possible d’évaluer l’effet des récepteurs AT1 et AT2, ainsi que 
des différentes chimères sur les niveaux d’AMPc intracellulaires. En effet, à la suite de la 
liaison de l’AMPc au biosenseur, EPAC subit un changement conformationnel menant à une 
diminution du ratio BRET. En bref, une diminution du ratio BRET indique une augmentation 
des niveaux intracellulaires d’AMPc. Utilisant les cellules HEK293 surexprimant 
uniquement le biosenseur EPAC (Figure 9 A) comme référence, il est possible d’observer 
une baisse du ratio BRET de 0.07 à la suite de la stimulation avec la forskoline (Fsk) (1µM) 
puisque cette dernière active la production d’AMPc. La stimulation avec l’AngII (1µM) 
n’induit aucun changement comparativement au véhicule et il en va de même avec la 
costimulation Fsk + AngII comparativement à Fsk seul. Le récepteur OPRL1 (Figure 9 B) 
est utilisé comme contrôle positif pour une réponse de type Gi. Étant couplé aux protéines 
Gi, le récepteur OPRL1, suite à son activation par la nociceptine (1µM), inhibe la hausse 
d’AMPc induite par la Fsk. La stimulation avec la Fsk des cellules exprimant OPRL1, ainsi 
que le biosenseur EPAC, induit une baisse du ratio BRET de 0.07, mais lors de la 
costimulation Fsk + nociceptine (1µM) aucun changement dans le ratio de BRET n’est perçu. 
Le récepteur AT1 (Figure 9 C) quant à lui, montre un profil de réponse similaire aux cellules 
ne surexprimant aucun récepteur avec une baisse du ratio BRET de 0.07 à la suite d’une 
stimulation avec la Fsk (1µM). La stimulation de ces cellules avec l’AngII (1µM) n’a aucun 
effet apparent sur les niveaux d’AMPc. D’un autre côté, le récepteur AT2 présente un profil 
de réponse intéressant (Figure 9 D). En effet, aucun des traitements, n’y même la Fsk (1µM), 
n’a réussi à induire un changement de BRET. L’expression du récepteur AT2 dans les cellules 
HEK293 est donc suffisante, à elle seule, de façon ligand-indépendante, pour empêcher 
l’augmentation des niveaux d’AMPc intracellulaires. Quant aux chimères (les mêmes que 
dans l’article présenté à la section 3), il est possible de constater que le récepteur AT1(AT2-
ICL1) (Figure 9 E) a un profil signalétique similaire à celui du récepteur AT1 de type sauvage 
avec une baisse du ratio BRET de 0.07, suite à une stimulation avec la Fsk (1µM). Aucune 
réponse n’est détectée avec une stimulation avec l’AngII (1µM). Cependant, la substitution 
de la queue C-terminale présente dans le récepteur AT1(AT2-CT) (Figure 9 G) induit une 
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multitude de changements. La stimulation de la chimère AT1(AT2-CT) avec la Fsk (1µM) 
induit une baisse du ratio BRET de 0.08, similaire au récepteur AT1. Toutefois, il est 
maintenant possible de constater qu’avec le récepteur AT1(AT2-CT), une stimulation avec 
l’AngII seule, induit une baisse du ratio BRET de 0.04 : témoignant d’une hausse des niveaux 
intracellulaires d’AMPc. De plus, l’effet de l’AngII sur cette chimère est aussi présent lors 
de la costimulation Fsk et AngII avec une baisse du BRET ratio de 0.14. Finalement, les 
chimères issues du récepteur AT2 ont elles aussi présenté des profils de réponse intéressante. 
La chimère AT2(AT1-ICL1) (Figure 9 F), de façon similaire au récepteur AT1, présente une 
baisse de ratio BRET, ici de 0.08, à la suite d’une stimulation avec la Fsk (1µM). La 
substitution de l’ICL1 a donc engendré la perte de l’activité constitutive présente avec le 
récepteur AT2 sauvage. Toutefois, le changement de la queue C-terminale dans le récepteur 
AT2, présent dans la chimère AT2(AT1-CT) (Figure 9 H), ne semble pas changer les 
propriétés du récepteur AT2 puisqu’il inhibe toujours l’effet de la Fsk (1µM), et ce, de façon 
ligand-indépendante. 
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Figure 9. Évolution dans le temps de la production d’AMPc mesurée par BRET. Les cellules 
HEK293 ont été transfectées avec le récepteur OPRL1 (B), AT1 (C), AT1(AT2-ICL1) (E), 
AT1(AT2-CT) (G), AT2 (D), AT2(AT1-ICL1) (F), AT2(AT1-CT) (H) ou Mock (A) et le 
biosenseur EPAC. La stimulation est indiquée par la flèche noire. Le changement du ratio de 
BRET témoigne du changement de la concentration intracellulaire en AMPc : une baisse de 
ratio témoigne d’une hausse de la concentration en AMPc intracellulaire. Chaque ensemble 
de données est exprimé par la moyenne ± S.E.M et est fait en triplicata.  
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5.3 Différenciation des cellules NG108-15 induite par le récepteur AT2 
Les expériences menées jusqu’à mainenant n’ont pas permis d’associer au récepteur 
AT2 de type-sauvage un effet ligand-dépendant. Dans le but de valider que le récepteur AT2 
peut effectivement engendrer une signalisation de type ligand-dépendante, il a été choisi de 
travailler avec les cellules NG108-15, qui expriment nativement le récepteur AT2, et de 
mesurer l’impact de sa stimulation sur un phénotype bien connu pour ce modèle cellulaire, 
l’élongation des neurites. Une cellule dont un neurite est plus long que le diamètre de la 
cellule était considéré comme étant en différentiation (Laflamme et Gallo-Payet, 1996). Pour 
les cellules NG108-15 ayant été exposées uniquement au véhicule (Figure 10 A), 16.4% 
d’entre elles possédent un tel neurite. Lorsque les cellules sont stimulées avec le C21 100nM 
(Figure 10 B), ce nombre passe à 41.6%. La stimulation avec l’AngII augmente elle aussi la 
proportion de cellules différenciées à 32.2%. Toutefois, le PD123319 réduit l’effet des 
agonistes à des valeurs ne différant pas significativement de l’utilisation du véhicule seul 
avec des valeurs de 23.8% et 24.9% pour les costimulations C21+PD123319 (Figure 10 C) 
et AngII+PD123319 respectivement. La stimulation d’AT2 chez les cellules NG108-15 
induit, de façon significative, une élongation des neurites et cette élongation est prévenue en 
présence d’antagonistes (figure 10 D). 
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Figure 10. Effet de l’AngII et du C21 sur l’élongation des neurites dans les cellules NG108-
15. Les cellules ont été cultivées pendant 72h avec (B) ou sans (A) stimulation (C21 100nM) 
et ce, en présence (C) ou non de PD123319 10µM (un antagoniste AT2). La stimulation des 
cellules par les agonistes AT2 induisent une différenciation cellulaire caractérisée par 
l’élongation des neurites. Une cellule dont un neurite est plus long que le diamètre de la 
cellule est considérée comme étant en différentiation (D). Les résultats représentent les 
valeurs obtenues dans 3 expériences indépendantes réalisées en triplicata. 
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5.4 Analyse des effets d’AT2 sur le phosphoprotéome 
Ce projet visait à caractériser les modifications du phosphoprotéome induites par 
l’activation du récepteur AT2 à la suite d’une stimulation par l’AngII (100nM) d’une durée 
de 5 minutes. Afin d'étudier le phosphoprotéome et les changements induits par cette 
stimulation du récepteur AT2 dans les cellules HEK293, des analyses LC-MS/MS suivies 
d’une quantification label-free des peptides phosphorylés ont été réalisées. À la suite de ces 
analyses, environ 3700 phosphopeptides ont été identifiés avec le logiciel MaxQuant. Le 
logiciel Skyline a ensuite été utilisé pour la quantification et a permis de faire ressortir 
quatorze phosphopeptides dont la phosphorylation a significativement (α = 0.05) été 
modifiée et dont la fonction pourrait être d’intérêt en ce qui a trait à la signalisation du 
récepteur AT2. La modulation de la phosphorylation à la suite du traitement à l’AngII était 
toujours positive, avec comme seule exception la protéine issue du gène FGD1 qui a vu ces 
niveaux de phosphorylation diminués. Les résultats sont présentés dans la Figure 11 et 
détaillés dans le Tableau 1. Le rôle et l’implication de chacun de ces gènes seront vus plus 
en détail dans la section suivante. 
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Figure 11. Analyse des différences au niveau du phosphoprotéome de cellules HEK293 
transfectées avec le récepteur AT2 à la suite d’une stimulation de 5 minutes avec 100nM 
d’AngII comparativement au véhicule seul. Les résultats représentent les changements des 
niveaux de phosphorylation obtenus dans 3 expériences indépendantes réalisées en triplicata. 
 
Gène Séquence peptidique phosphorylée Student's T-test p 
CAMSAP2 SIS[+80]NEGLTLNNSHVSK 0,37 0,0408 
CTR9 RKGS[+80]GS[+80]EQEGEDEEGGER 0,44 0,0017 
  RKGS[+80]GS[+80]EQEGEDEEGGER 0,34 0,0042 
CTTN TQT[+80]PPVS[+80]PAPQPT[+80]EERLPSSPVYEDAASFK 0,34 0,0393 
  TQT[+80]PPVS[+80]PAPQPTEERLPS[+80]SPVYEDAASFK 0,34 0,0393 
FGD1 SLS[+80]LDPGQSLEPHPEGPQR -0,31 0,0352 
NIPBL NNTAAET[+80]EDDES[+80]DGEDRGGGTSGSLRR 0,43 0,0126 
NUMA1 LGS[+80]PDYGNSALLSLPGYRPTTR 0,66 0,0340 
OSBP MLAES[+80]DES[+80]GDEESVSQTDKTELQNTLR 0,33 0,0189 
PARVA SPSVPKS[+80]PTPKS[+80]PPSR 0,46 0,0012 
  SPSVPKS[+80]PT[+80]PKSPPSR 0,41 0,0026 
  SPS[+80]VPKSPTPKS[+80]PPSR 0,41 0,0026 
SAFB SVVS[+80]FDKVKEPR 0,44 0,0126 
SNW1 GPPS[+80]PPAPVMHS[+80]PSRK 0,44 0,0110 
 
Tableau 1. Analyse des différences au niveau du phosphoprotéome de cellules HEK293 
transfectées avec le récepteur AT2 à la suite d’une stimulation de 5 minutes avec 100nM 
d’AngII comparativement au véhicule seul. Les sites de phosphorylation sont identifiés par 
le [+80]. Les résultats représentent les valeurs obtenues dans 3 expériences indépendantes 
réalisées en triplicata. 
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6DISCUSSION 
 
6.1 Caractérisation de la signalisation du récepteur AT2 
Deux caractéristiques importantes sont mises en lumière lorsque l’on regarde 
l'ensemble des résultats traitant de la signalisation du récepteur AT2. 
6.1.1 Le récepteur AT2 et la signalisation ligand-dépendante. 
La première caractéristique importante mise en lumière est qu’AT2 ne présente aucune 
signalisation ligand-dépendante détectable par BRET sous les conditions expérimentales 
utilisées. En effet, une stimulation par l’AngII (ou le C21) dans des cellules surexprimant le 
récepteur AT2, ainsi que l’un des biosenseurs pour les voies de signalisation Gαq, Gαi1, Gαi2, 
Gαi3, GαoA, GαoB, Gαz, Gα12, Gα13, β-arrestine1 ou β-arrestine2 n’induit aucune modulation 
(positive ou négative) des voies étudiées. Il est aussi important de mentionner que des essais 
de BRET ont aussi été effectués dans les cellules NG108-15, mais encore une fois, sous ces 
conditions expérimentales, le récepteur AT2 n’induisait aucune activation ligand-dépendante 
des biosenseurs. Toutefois, bien que nous n’ayons pas pu détecter d’effets ligand-dépendant 
avec les biosenseurs BRET de la part du récepteur AT2, certains effets exhibés par AT2 
semblent être ligand-dépendant. En effet, utilisant les cellules NG108-15 (Figure 10), il nous 
a été possible de démontrer que la stimulation du récepteur AT2 induit une différenciation 
cellulaire. De plus, les travaux antérieurs de notre groupe ont permis de démontrer qu’un 
traitement ciblant le récepteur AT2 était en mesure de normaliser bon nombre des phénotypes 
délétères associés au syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) chez des rats modèles de 
cette pathologie (Leblanc et al., 2014). 
Afin de concilier l’absence de réponse ligand-dépendante du récepteur AT2 observé 
lors des essais BRET (Figures 5-8) et les effets étant associés à sa stimulation dans nos 
travaux, ainsi que dans la littérature, il est nécessaire de tenir compte de ce que chaque 
méthode observe. Par exemple, dans le cas des essais de différenciation cellulaire avec les 
NG108-15 (Figure 10), uniquement les changements phénotypiques sont observés. 
L’activation de diverses phosphatases, ainsi que la production de second messagers comme 
le GMPc ou le NO est aussi rapporté dans la littérature (de Gasparo et al., 2000). Toutefois, 
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les premiers mécanismes de transduction de signal ayant lieu directement au récepteur n’ont 
jamais été élucidés pour AT2. Ceci était notre objectif en utilisant les biosenseurs BRET, une 
technique capable de mesurer l’activation d’un GPCR par la dissociation du complexe 
hétérotrimérique couplant directement au récepteur. Nos résultats négatifs se sont toutefois 
avérés être d’une grande utilité dans la compréhension du récepteur AT2 à la suite de la 
publication de sa structure en 2017. Nous y reviendrons dans la section 6.2. 
 
6.1.2 Le récepteur AT2 et la signalisation ligand-indépendante 
La deuxième caractéristique importante mise en lumière est qu’AT2 présente une forte 
activité constitutive. En effet, l’expression du récepteur AT2 empêche complètement 
l’augmentation de la concentration d’AMPc dans la cellule à la suite d’une stimulation avec 
la forskoline (Figure 9 D). Cet effet est comparable à celui obtenu lors de la stimulation d’un 
récepteur capable d’activé la voie Gαi, comme le récepteur OPRL1 stimulé avec la 
nociceptine par exemple. Ce résultat est d’autant plus intéressant sachant que seules les 
protéines Gαi2 et Gαi3 ont, à ce jour, été démontrées comme étant capables de coupler au 
récepteur AT2 (J. Zhang et Pratt, 1996). Malgré le fait que nous sommes, au meilleur de notre 
connaissance, les premiers à démontrer que le récepteur AT2 est en mesure de moduler les 
niveaux d’AMPc intracellulaire, il est bien connu que le récepteur AT2 peut démontrer une 
activité constitutive. En effet, dans les fibroblastes et les cellules épithéliales, la simple 
augmentation de l’expression du récepteur AT2 induit l’apoptose (S Miura et Karnik, 2000). 
De plus, comme décrit dans la section 1.3.2.2, ainsi que dans l’article intégré au présent 
document, la structure du récepteur AT2 est dans une conformation possédant plusieurs 
caractéristiques d’un récepteur actif. Il serait donc intéressant de proposer qu’une partie des 
effets du récepteur AT2 puisse être contrôlée, non pas par la présence ou non d’un ligand, 
mais bien par le changement de ses niveaux d’expression. Une étude plus approfondie serait 
toutefois nécessaire afin de découvrir si ce type de contrôle de l’activité, par la modulation 
de l’expression du récepteur AT2, pourrait être la raison pour laquelle il y a une augmentation 
drastique de l’expression d’AT2 dans des circonstances pathologiques telles que 
l'hypertrophie cardiaque, l'infarctus du myocarde, la cardiomyopathie et l'insuffisance 
cardiaque (de Gasparo et al., 2000). 
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6.2 Les déterminants structuraux importants et leurs implications dans la signalisation 
d’AT2 
6.2.1 Implication de la première boucle intracellulaire d’AT2 
Comme mentionné dans l’introduction et dans l’article à la section 3, la conformation 
d’AT2 présente plusieurs caractéristiques structurales singulières. Dans cette section, il sera 
question d’une part de la cause du positionnement atypique de l’hélice 8, mais aussi des 
implications que cette position atypique a pour l’activité constitutive du récepteur. En simple 
rappel, l’encombrement stérique produit par l’hélice 8 placée dans la cavité servant de 
pochette de liaison pour les protéines G, entrave le couplage des protéines G ou des β-
arrestines au récepteur AT2 et contribue à la stabilisation du récepteur AT2 dans une 
conformation active (H. Zhang et al., 2017). Toutefois, la littérature n’offrait pas 
d’explications à savoir pourquoi l’hélice 8 était positionnée ainsi. Nous avons émis 
l’hypothèse que la composition de l’ICL1 serait le facteur sous-jacent à ce positionnement 
atypique de l’hélice 8 chez AT2. 
En ce sens, la substitution de l’ICL1 d’AT2 avec celle d’AT1 a eu plusieurs effets sur 
les propriétés signalétiques du récepteur. En effet, le récepteur chimérique AT1(AT2-ICL1) 
présente diminution de l’ensemble de ça signalisation et même une perte totale de l’activation 
de la voie Gq comparativement à AT1. Cette absence de la signalisation Gq, pouvant 
initialement sembler contradictoire avec la production, quoique fortement réduite, d’IP1. 
Toutefois, comme proposé dans l’article à la section 3, il est possible que la production d’IP1 
mesuré à la suite de la stimulation de la chimère AT1(AT2-ICL1) provienne d’une activation 
de la PLC par un dimère Gβγ d’une voie de signalisation autre que Gq (Smrcka, 2008). Une 
première étape pour vérifier ceci pourrait être de faire une immunoprécipitation de PLC suivi 
d’un immunobuvardage pour le dimère Gβγ avec et sans stimulation du récepteur.  
Cependant, l’une des conséquences les plus importantes de la substitution de l’ICL1 
d’AT2 avec celle d’AT1, est que la chimère AT2(AT1-ICL1) a été en mesure d’activer de 
façon ligand-dépendante la voie Gi2 (Figure 3 B de l’article). De plus, d’autres effets ont aussi 
été mis en lumière lorsque nous avons étudié l’impact de la substitution de l’ICL1 sur 
l’activité constitutive du récepteur. Il a été possible de constater, en utilisant le biosenseur 
EPAC avec la chimère AT2(AT1-ICL1), que cette chimère avait perdu toute l’activité 
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constitutive initialement présente avec la version sauvage d’AT2 (Figure 9 F). En effet, la 
stimulation avec la Fsk (1µM) induit une baisse du ratio BRET similaire aux cellules sans 
récepteur surexprimé ou avec une surexpression du récepteur AT1. Ceci est en accord avec 
notre hypothèse, ainsi qu’avec la littérature, puisque nos résultats suggèrent, qu’avec l’ICL1 
du récepteur AT1, l’éloignement de l’hélice 8 de la pochette de liaison des protéines G du 
côté intracellulaire du récepteur ne serait plus en mesure de stabiliser le récepteur dans une 
conformation active. En effet, la conformation active est stabilisée en interagissant avec les 
résidus Phe325(8.50), Leu329(8.54), Val332(8.57), Phe3338.58, Arg324(8.49), Gln326(8.51) et 
Lys328(8.53) des TM 3, 5 et 7. L’ICL1 n’avait donc pas comme seule conséquence d’entraver 
le recrutement et l’activation de protéines G, mais avait potentiellement comme rôle de 
conférer au récepteur AT2 son activité constitutive. 
6.2.2 Rôle et implication de l’hélice 8 d’AT2 
Comme mentionné dans l’introduction et dans l’article, la conformation d’AT2 présente 
plusieurs caractéristiques structurales singulières. Celle dont il sera question dans cette 
section est l’hélice 8. Ayant initialement été présenté comme étant la cause sous-jacente pour 
l’absence de recrutement de protéines G chez AT2 suite à la découverte de la position 
atypique, nous avons maintenant démontré que l’absence de signalisation ligand-dépendante 
d’AT2 n’est pas seulement une conséquence de la composition en acides aminés de l’hélice 
8, mais aussi des résidus présents dans l’ICL1. Il ne faut toutefois pas sous-estimer 
l’importance et l’impact qu’elle peut avoir sur le profil signalétique. En effet, nos résultats 
(Figure 4 et Tableau 3 de l’article) démontrent que d’une part l’hélice 8 d’AT2, lorsque placée 
dans le récepteur AT1 (menant à la création de la chimère AT1(AT2-CT)), est compatible 
avec la signalisation G-protéine dépendante, allant même jusqu’à augmenter l’efficacité de 
l’AngII pour les voies de signalisation G12 et Gi2. De plus, l’utilisation du biosenseur EPAC 
avec les chimères AT1(AT2-CT) et AT2(AT1-CT) a permis de mettre en lumière une autre 
implication importante de l’hélice 8. D’un côté, avec AT2(AT1-CT), le profil de réponse avec 
EPAC ne diffère pas significativement lorsqu’on le compare au récepteur AT2 sauvage 
(Figure 9 D et H). En revanche, en comparant le profil de réponse EPAC du récepteur AT1 
et de la chimère AT1(AT2-CT) (Figure 9 C et G), il est possible de constater un changement 
important. À la suite de la stimulation avec l’AngII, la chimère AT1(AT2-CT) induit une 
hausse des niveaux d’AMPc intracellulaires dans les cellules HEK293. Certes, l’utilisation 
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du biosenseur EPAC ne nous permet pas de confirmer que la hausse d’AMPc induit par la 
chimère AT1(AT2-CT) est due à l’activation de la voie Gs. Il est donc intéressant de proposer 
que ce pourrait être le cas et que l’utilisation d’un biosenseur Gs pourrait confirmer (ou 
infirmer) cette idée. De plus, malgré le fait qu’une publication démontre l’activation, quoique 
faible, de la voie Gs par le récepteur AT1 lorsque stimulé avec le [
1Sar4Ile8Ile]-angiotensine 
II (Saulière et al., 2012), l’activation des voies Gq, G12, et Gi2 par le récepteur AT1 dans nos 
travaux est en accord avec la grande majorité des articles traitant de ce sujet (de Gasparo et 
al., 2000; Domazet et al., 2015; Namkung et al., 2018; St-Pierre et al., 2018). L’hélice 8 dans 
la chimère AT1(AT2-CT) ne semble donc pas seulement affecter l’efficacité des voies G-
protéine dépendantes, mais pourrait aussi avoir un rôle quant à la spécificité des voies de 
signalisation activées par le récepteur. Il a déjà été démontré que la substitution des ICL3, 
pour les récepteurs α1-adrenergique (α1AR) et β2-adrenergique (β2-AR), induit un 
changement dans la spécificité des voies activées (Cotecchia et al., 1990). Toutefois, il serait 
intéressant d’explorer la possibilité que la queue C-terminale peut aussi changer, à elle seule, 
la spécificité de signalisation d’un GPCR. 
 
Une hypothèse qui pourrait tenter de concilier l’ensemble des connaissances au sujet de 
la signalisation du récepteur AT2 semblerait donc être possible. Il serait intéressant de 
proposer que le récepteur AT2 puisse fonctionner de deux façons différentes. La première 
serait sous sa forme native, le récepteur AT2 possède une forte activité constitutive et le 
changement de ses niveaux d’expression serait suffisant pour engendrer une signalisation 
ligand-indépendante. Ce pourrait être la raison pour laquelle son expression est aussi 
dynamique et qu’elle est réexprimée en cas de pathologie dans les tissus atteints. D’un autre 
côté, pour permettre une signalisation ligand-dépendante, le récepteur AT2 aurait besoin d’un 
partenaire d’interaction, comme la protéine ATIP ou d’un autre partenaire toujours inconnu. 
De plus, la signalisation ligand-dépendante pourrait être permise par une modification post-
traductionnel du récepteur AT2. Par exemple, il pourrait s’agir d’une palmytoylation au 
niveau de la queue C-terminale qui pourrait forcer le déplacement de l’hélice 8 hors de la 
pochette de liaison des protéines G, un processus déjà connu comme pouvant réguler 
l’activité de certains GPCR (Goddard et Watts, 2012). En effet, une hausse des 
concentrations circulantes acides gras non estérifiés (AGNE), comme dans le contexte d’une 
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pathologie tel que le SOPK, pourrait être nécessaire à la modification du récepteur AT2 et 
ainsi laisser place à son activation de façon ligand-dépendante. Toutefois, plus de travaux 
seront nécessaires pour tenter de comprendre comment fonctionne réellement le récepteur 
AT2. 
 
6.3 AT2 et les effets de sa stimulation sur le phosphoprotéome cellulaire et son potentiel 
comme cible thérapeutique. 
 Comme mentionné précédemment, l’analyse des effets de la stimulation du récepteur 
AT2 est un deuxième projet dont l’objectif était, dans un premier temps, d’identifier de 
nouvelles voies de signalisation activées par la stimulation du récepteur AT2. La découverte 
de nouvelles voies de signalisation associées au récepteur AT2 est d’autant plus importante 
puisque plusieurs évidences suggèrent que le récepteur AT2 serait une cible prometteuse dans 
le traitement de pathologies comme le diabète et le SOPK. En bref, le SOPK est la maladie 
endocrinienne la plus fréquente chez les femmes en âge de procréer et la cause principale 
d’augmentation de production d’androgènes (hyperandrogénisme) et d’infertilité.  
 
Le SOPK est défini par l’hyperandrogénisme et l’oligoanovulation, mais est aussi 
associé à plusieurs désordres métaboliques, incluant le diabète (Azziz et al., 2009; Faubert et 
al., 2016). Présentement, les traitements contrôlant à la fois les symptômes et les risques 
cardiométaboliques du SOPK sont peu efficaces (Baillargeon et al., 2004; Faubert et al., 
2016). Il est donc impératif de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques, afin de contrôler 
les conséquences sérieuses du SOPK. En ce sens, plusieurs évidences suggèrent qu’AT2 est 
une cible intéressante pour améliorer à la fois la lipotoxicité et l’hyperandrogénisme du 
SOPK. En effet, 1) chez des rats avec diabète nutritionnel, l’utilisation du C21 diminue la 
résistance à l’insuline et autres paramètres de lipotoxicité (Shum et al., 2013); 2) un 
traitement avec un antagoniste AT1, laissant place à une activation AT2, diminue 
l’hyperandrogénisme des femmes SOPK (Jensterle et al., 2007); et 3) chez des rates obèses 
SOPK, un traitement de 7 jours avec le C21 normalise l’augmentation de la captation 
ovarienne en AGNE et des niveaux d’androgènes, en comparaison aux rates SOPK non 
traitées (Leblanc et al., 2014). 
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L’analyse du phosphoprotéome est une méthode innovatrice permettant 
l’identification et la quantification de milliers de phosphopeptides uniques en un seul essai. 
Ainsi, l’analyse de la phosphorylation différentielle induite par l’activation d’AT2 nous a 
permis d’identifier de nouveaux effecteurs associés à la stimulation d’AT2 et dont certains 
pourraient nous aider à mieux comprendre l’implication d’AT2 dans une pathologie comme 
le SOPK. Pour simplifier l’implication de ces résultats, ils ont été divisés en différents 
groupes. La première série de protéines qui seront présentées ont tous en commun au moins 
une fonction impliquant le cytosquelette. En effet, les protéines Calmodulin-regulated 
spectrin-associated protein 2 (CAMSAP2), Src substrate cortactin (CTTN) et Nuclear 
mitotic apparatus protein 1 (NUMA1) sont tous principalement impliqués dans la 
modification de la morphologie cellulaire par une interaction avec le cytosquelette (Haren et 
Merdes, 2002; von Holleben et al., 2011; Yau et al., 2014). Il est aussi important de souligner 
que les protéines codées par CAMSAP2 et CTTN ont cette fonction dans les cellules 
neuronales. Il serait donc intéressant de voir si leurs activations sont impliquées dans 
l’élongation des neurites lors de la stimulation du récepteur AT2 dans les cellules NG108-15. 
Quant à la protéine PH domain-containing protein 1 (aussi connue sous les noms RhoGEF 
et FYVE) (FGD1), elle agit comme un facteur d'échange guanine-nucléotide spécifique à 
Cdc42Hs, joue un rôle dans la régulation du cytosquelette d'actine et est aussi impliquée dans 
la morphologie cellulaire (Zheng et al., 1996). Finalement, Alpha-parvin (PARVA) est, quant 
à elle, principalement localisée aux adhérences focales et interagit avec des effecteurs comme 
la kinase testiculaire 1 (TESK-1), la kinase liée à l'intégrine (ILK), PKB/Akt ainsi qu’avec 
la paxilline pour ultimement médier ses effets sur la motilité, la propagation, l'adhérence et 
la survie cellulaire (Sepulveda et Wu, 2006). Il est aussi important de souligner qu’Alpha-
parvin est aussi importante pour le développement de la vasculature au stade embryonnaire 
(Fraccaroli et al., 2015). Formant la deuxième série de protéines identifiées lors de l’analyse 
du phosphoprotéome, les protéines RNA polymerase-associated protein CTR9 homolog 
(CTR9) et Nipped-B-like protein (NIPB1) sont elles aussi, comme Alpha-parvin, impliquées 
dans le développement (Krantz et al., 2004; K. Zhang et al., 2013). Malgré le fait que les 
protéines présentées jusqu’à présent ne semblent pas être liées au SOPK elles sont 
certainement des avenues intéressantes dans la caractérisation des voies de signalisation du 
récepteur AT2. 
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En revanche, les trois protéines composant la troisième et dernière série de protéines 
identifiées pourraient, quant à elles, être intéressantes dans un contexte de SOPK. La 
première, la Oxysterol-binding protein 1 (OSBP), est un transporteur de lipides permettant le 
transfert des lipides entre le golgi et le réticulum endoplasmique, et d’induire une inhibition 
de la voie des ERK (Mesmin et al., 2013; Olkkonen, 2015). La deuxième, la Scaffold 
attachment factor B1 (SAFB1) peut agir comme corépresseur du récepteur à l’œstrogène et 
serait importante pour la fertilité des souris femelles (Ivanova et al., 2005). La troisième, la 
SNW domain-containing protein 1 (SNW1), est connue pour augmenter l'activité de 
transcription de récepteur à la vitamine D ligand-dépendante (Barry et al., 2003). Il est 
intéressant de noter qu’un autre projet de notre groupe dont les résultats ne sont pas encore 
publiés, intitulé «La vitamine D corrige la surproduction d’androgènes induite par les acides 
gras non estérifiés dans les cellules NCI-H295R», avait justement comme objectif de 
déterminer quels étaient les effets de la vitamine D sur la surproduction d’androgène dans le 
contexte de SOPK. De plus la SNW domain-containing protein 1 est aussi en mesure de lier 
l’Androgen receptor et d’augmenter son activation par la 5α-dihydrotestostérone (Abankwa 
et al., 2013). Bien entendu, ces résultats nécessitent une validation par l’utilisation d’une 
seconde méthode, l’immunobuvardage par exemple. Il est tout de même important de 
souligner que l’utilisation de l’analyse du phosphoprotéome s’est avérée être prometteuse 
dans l’optique de trouver de nouvelles voies de signalisation associées à la stimulation d’un 
GPCR et pourrait s’avérer être un outil utile dans le futur. 
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7CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
Au cours de mes travaux de maîtrise, nous avons démontré que la cause sous-jacente 
du manque de signalisation canonique d’AT2 serait due, non aux résidus composant l’hélice 
8, mais plutôt aux résidus de son ICL1 ce qui mènerait à la conformation atypique observée 
de l'hélice 8 dans la structure AT2. Globalement, nos résultats démontrent que l’ICL1 et la 
queue C-terminale d’AT2 sont des déterminants structuraux importants et confèrent au 
récepteur AT2 des caractéristiques uniques aux récepteurs chimériques dans lesquels ils sont 
substitués. Cela ouvre de nouvelles possibilités quant aux avenues possibles dans la poursuite 
d’une meilleure compréhension du récepteur AT2 et de la signalisation des GPCR. 
 
De plus, l’analyse des modifications du phosphoprotéome a permis de trouver de 
nouvelles voies de signalisation potentielles, et ce, dans le but d’élargir le potentiel 
thérapeutique du récepteur AT2 et d’approfondir notre compréhension de sa signalisation. Le 
développement d’outils capables de nous donner une vue d’ensemble des conséquences 
issues d’une stimulation spécifique pourrait nous aider à mieux interpréter et contextualiser 
les effets et les voies de signalisation mis en lumière par les essais dirigés comme le BRET. 
 
D’autre part, la publication de la structure du récepteur AT2 s’est avérée être 
instrumentale dans nos travaux. Il est donc essentiel de continuer les travaux menant à la 
découverte de nouvelles structures de GPCR. Je suis d’avis qu’elles seront d’une grande 
utilité, non seulement pour l’étude des GPCR, mais aussi pour un vaste éventail de domaines. 
Il est aussi intéressant de noter que l’utilisation de techniques comme la simulation par 
dynamique moléculaire pourrait être d’une grande utilité dans un contexte comme celui 
d’AT2 où l’on cherche à comprendre le rôle et l’implication que peut avoir chacune des 
différentes portions d’un GPCR. 
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